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Das Gram-positive Bakterium Streptococcus pneumoniae besiedelt als Kommensale die 
Schleimhäute des menschlichen Respirationstraktes. Besonders bei Personen mit 
Immunschwächeprädisposition können Pneumokokken lokale Infektionen, wie Otitis media 
und Sinusitis, aber auch schwere invasive Erkrankungen, wie Lobärpneumonie, Sepsis oder 
Meningitis verursachen. Die Transmigration der Luft-Blut-Schranke in der Lunge führt zur 
Dissemination der Pneumokokken im vaskulären System. Das mikrovaskuläre 
Lungenendothel stellt einen Hauptbestandteil der Luft-Blut-Schranke dar. In der vorliegenden 
Arbeit wurde die Interaktion von Pneumokokken mit primären, humanen, mikrovaskulären 
Lungenendothelzellen (HPMEC) charakterisiert. Zunächst wurden die primären 
Lungenendothelzellen in einer frühen und späten Passage in durchflusszytometrischen 
Analysen charakterisiert. In Expressionsstudien von Differenzierungsmarkern, 
Oberflächenrezeptoren und Proteinen wurde das Differenzierungsprofil von HPMEC mit dem 
von primären, humanen Endothelzellen der Nabelschnurvene (HUVEC) verglichen. Einen 
essentiellen Schritt im Infektionsprozess stellt die Anheftung von S. pneumoniae an die 
Lungenendothelzellen dar. In in-vitro-Zellkulturinfektionsexperimenten und immun-
fluoreszenzmikroskopischen Analysen konnte die Adhärenz und Internalisierung eines 
Pneumokokken-Wildtyps und einer Pneumolysin-defizienten Mutante in HPMEC 
nachgewiesen werden. Mikroarray-Analysen zeigten die signifikante Änderung in der 
Genexpression von Pneumokokken-infizierten HPMEC im Vergleich zu nicht-infizierten 
HPMEC. Die Evaluierung der Mikroarray-Ergebnisse durch Real time PCR-Analysen 
bestätigte die signifikant höhere Expression von Interleukin-8 nach Infektion der HPMEC mit 
Pneumokokken. Endothelzellen sind entscheidend an der Hämostase und an 
Entzündungsreaktionen des vaskulären Systems beteiligt. Schlüsselmoleküle dieser 
Prozesse, wie z. B. von Willebrand Faktor (VWF) und Interleukin-8 (IL-8) werden in 
spezialisierten, intrazellulären Organellen, den Weibel-Palade bodies (WPB), gespeichert. In 
Doppelimmunfluoreszenzfärbungen konnte eine inverse Korrelation zwischen der Menge 
adhärenter Pneumokokken und der Menge WPB-positiver Zellen im Bezug zur 
Gesamtzellzahl gezeigt werden. Die inverse Korrelation der Pneumokokkenadhärenz und 
der Menge WPB-positiver Zellen im Verlauf einer Infektion mit dem Pneumokokken-Wildtyp 
und einer Pneumolysin-defizienten Mutante deutete auf eine Kontakt-abhängige WPB-




und IL-8 sowohl nach Infektion mit lebenden Pneumokokken, als auch nach Inkubation mit 
Pneumokokkenmembranproteinen quantifiziert werden. Die Funktion der 
Pneumokokkenadhärenz in der Induktion der WPB-Exozytose wurde des Weiteren in VWF-
ELISA-Analysen nach Infektion von HPMEC mit einem stark-bekapselten Serotyp-2-
Pneumokokkenstamm untersucht. Zweikammer-Transwell-Inkubations-Analysen 
demonstrierten, dass neben der Adhärenz der Bakterien, sekretierte Pneumokokkenfaktoren 
die VWF-Sekretion stimulieren. Das Zytotoxin Pneumolysin ist ein wichtiger Virulenzfaktor 
von Pneumokokken. In in-vitro-Inkubationsexperimenten mit Pneumolysin-defizienten 
Pneumokokken und rekombinantem Pneumolysin konnte nachgewiesen werden, dass 
sublytische Konzentrationen von Pneumolysin die Sekretion von VWF und IL-8 induzieren. 
Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Induktion der VWF- und IL-8-Sekretion 
nach Pneumokokkeninfektion zu vergleichbaren VWF- und IL-8-Konzentrationen im 
Zellkulturüberstand führte, wie die Stimulation der Zellen mit den physiologischen Agonisten 
Histamin und Thrombin. Die Sekretion von VWF und IL-8 der Lungenendothelzellen wurde 
sowohl nach Infektion von der apikalen, als auch von der basalen Zellseite gezeigt. Diese 
Untersuchungen könnten Hinweise geben auf die Induktion der WPB-Exozytose, sowohl 
vom Inneren des Blutgefäßes als auch vom Lungengewebe ausgehend in den Blutstrom. Die 
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit übermitteln ein detailliertes Verständnis der 
pathophysiologischen Interaktion von Pneumokokken mit dem humanen Lungenendothel im 
Verlauf einer invasiven Infektion. Die Aufklärung der Pathogenitätsmechanismen der 
Pneumokokken, die zur Dissemination der Bakterien ins vaskuläre System führen, 











The Gram-positive bacterium Streptococcus pneumoniae (pneumococcus) causes severe 
local infections including otitis media and sinusitis and life-threatening diseases such as 
community-acquired pneumonia, septicaemia and meningitis. Following the course of lung 
infection pneumococci can enter the air-blood-barrier and disseminate in the vascular 
system. The lung microvasculature is covered by pulmonary endothelial cells, the natural 
barrier between the flowing blood and the underlying tissues. This study demonstrates the 
interaction of pneumococci with primary human pulmonary microvascular endothelial cells 
(HPMEC). Primary human pulmonary endothelial cells (HPMEC) in an early and late 
passage were characterized in Flow cytometry analysis. Expression of different markers for 
endothelial cells, receptors and proteins on the surface of HPMEC were compared to primary 
human umbilical vein endothelial cells (HUVEC). Adhesion of S. pneumoniae to pulmonary 
endothelial cells is an essential first step for the establishment of colonization and invasive 
infections. Adherence and internalization of S. pneumonia wildtype bacteria and a 
pneumococcal mutant deficient in the expression of cytotoxic pneumolysin were shown in in-
vitro cell culture infection analysis and immunofluorescence microscopy. Microarray analyses 
monitored changes in gene expression of HPMEC induced by pneumococcal infections with 
a wildtype and a pneumolysin-mutant strain. Semi-quantitative gene expression analysis by 
Real Time RCR confirmed an up-regulation of interleukin-8 after pneumococcal infection. 
The vascular endothelium is characterized by its pivotal role in the control of vascular 
homeostasis also due to the presence of Weibel Palade bodies (WPB) as specialized 
intracellular storage granules for e.g. von Willebrand Factor (VWF) and interleukin-8 (IL-8). 
Double-label immunofluorescence staining after infection of HPMEC with pneumococci 
showed an inverse correlation between the number of adherent pneumococci and the 
amount of WPB-positive cells. The correlation between increased numbers of adherent 
pneumococci with subsequent reduction of WPB-positive cells provided strong evidence for 
pneumococcal contact-dependent WPB-exocytosis. ELISA analyses demonstrated that 
secretion of VWF and IL-8 was not only induced by adherence of living pneumococci to 
confluent HPMEC but also after incubation of HPMEC with bacterial membrane proteins. The 
role of pneumococcal adherence in the WPB-exocytosis was also analyzed by VWF-specific 
ELISA of HPMEC supernatants after infection with a highly capsulated serotype 2 
pneumococcus. Results from transwell-based infection analyses demonstrated that, in 




secretion. The pore-forming cytotoxin pneumolysin is an important virulencefactor of 
pneumococci. In-vitro cell culture infection analysis, performed with pneumolysin-mutants 
and purified pneumolysin showed that sublytical concentrations of pneumolysin stimulated 
secretion of VWF and IL-8. Moreover, the results showed that the effect of pneumococci on 
secretion of VWF and IL-8 is reaching similar levels compared to stimulation of HPMEC by 
physiological agonists like histamine or thrombin. The release of VWF and IL-8 was 
demonstrated after infection with pneumococci from both, the apical and the basal cell 
surfaces, which indicate a stimulation of WPB exocytosis from inside the vasculature and 
also from pulmonary tissue into the bloodstream. In conclusion, this study provides a detailed 
understanding of pathophysiological interaction of pneumococci with human endothelium 
during the course of invasive infections. Elucidation of pneumococcal mechanism of 
pathogenicity which leads to bacterial dissemination in the vascular system provides the 











2.1 Die Gattung Streptokokken 
 
Die Gattung Streptococcus bezeichnet grampositive Bakterien, die mikroskopisch als runde 
bis ovale, unbewegliche Kokken auftreten und bevorzugt in Ketten wachsen (Patterson, 
1996). Streptokokken sind Oxidase- und Katalase-negativ, bilden keine Sporen und wachsen 
unter fakultativ anaeroben Bedingungen (Bergey´s Manual of Systematic Bacteriology, 
1986). Sie sind in der Lage durch Fermentation von Glucose, Maltose und Sucrose unter 
Säurebildung Energie zu gewinnen und zählen zu den Milchsäurebakterien (Lactobacillales) 
(Madigan et al., 2003). Streptokokken gehören zur Bakteriengesellschaft des Menschen. Sie 
kolonisieren die Haut und die Schleimhäute des oberen Atmungstraktes und können dort 
Infektionen wie z. B. Pharyngitis, Tonsillitis und Otitis media hervorrufen (Kayser et al., 
1997). In einigen Fällen lösen Streptokokken invasive und Toxin-vermittelte Erkrankungen, 
wie z. B. Pneumonie, Meningitis, nekrotisierende Fasciitis, Sepsis und Toxisches Schock 
Syndrom aus. Als Folge von Streptokokkeninfektionen können Autoimmunerkrankungen, wie 
z. B. rheumatisches Fieber, Glomerulonephritis und Endokarditis auftreten (Tuomanen et al., 
1995; Stollerman, 1997; Cunningham, 2000; Efstratiou, 2000). Die kettenbildenen Kokken 
wurden erstmals im Jahr 1874 von dem Chirurgen Billroth in Wundeiterpräparaten von 
Patienten entdeckt (Kayser et al., 1997). Sie wurden daraufhin in der Literatur als 
Streptokokken verzeichnet. Im Jahr 1903 wurde die Gattung der Streptokokken von 
Schottmüller nach ihrem Hämolyseverhalten auf Blutagar unterteilt. Das Hämolyseverhalten 
auf bluthaltigen Nährböden ist auch heute noch ein wichtiges Kriterium zur Einordnung der 
Streptokokken (Brown, 1919; Facklam, 2002). Die Einteilung der Streptokokken in 
hämolysierende, vergrünende und nicht-hämolysierende Streptokokken wurde 1919 von 
Brown als α-, β,- und γ-Hämolyse definiert (Brown, 1919). Die β-Hämolyse der 
Streptokokken bezeichnet die Fähigkeit zur vollständigen Zersetzung von Erythrozyten durch 
die Streptolysine O und S. Streptococcus pyogenes und Streptococcus agalactiae besitzen 
die Fähigkeit zur β-Hämolyse. Bei der α-Hämolyse erfolgt durch Wasserstoffperoxid der 
Streptokokken eine Oxidation des Eisens im Hämoglobin der Erythrozyten. Bei dieser 
Reaktion wird Hämoglobin zu Methämoglobin reduziert, wodurch sich das 




Streptokokken-Kolonien entsteht. Die α-Hämolyse ist charakteristisch für Streptococcus 
pneumoniae. γ-Hämolyse bezeichnet das Fehlen der Hämolyse (Brown, 1919; Patterson, 
1996). Beispiele für γ-hämolysierende Streptokokken sind Streptococcus bovis und 
Streptococcus salivarius. Eine weitere Möglichkeit der taxonomischen Einteilung der 
Streptokokken ist die Lancefield-Typisierung (Lancefield, 1928; 1933). Diese Typisierung 
erfolgt auf der Basis von gruppenspezifischen Zellwandantigenen. Polymere Kohlenhydrate 
oder Lipoteichonsäuren bilden die Grundlage für die serologische Gruppeneinteilung. 
Rebecca C. Lancefield führte entsprechend der unterschiedlichen Antigene die Einteilung 
der Streptokokken in die Gruppen A-V ein (Lancefield, 1933). 
 
 
2.2 Besondere Eigenschaften von Streptococcus pneumoniae  
 
Die auch als Pneumokokken bezeichneten Streptococcus pneumoniae sind ovale bis 
lanzettformige Bakterien, die meist als Diplokokken vorliegen. Streptococcus pneumoniae 
wurden erstmals 1881 von G.M. Sternberg als Erreger der Pneumonie und als eine eigene 
Art innerhalb der Gattung Streptococcus beschrieben (Sternberg, 1881). Nahezu zeitgleich 
wurden die Pneumokokken von L. Pasteur (1881) und C. Fränkel (1884) identifiziert (Hahn, 
Kaufmann, Falke, Ullmann, 1999). C. Fränkel führte 1886 den Namen „Pneumo-coccus“ ein 
(Nolte, 2009). Diagnostische Merkmale der Pneumokokken sind die α-Hämolyseaktivität auf 
Blutagar und die natürliche Sensitivität gegen Optochin (Nolte, 2009). Die natürliche 
Transformierbarkeit ist ein weiteres Kriterium, das Streptococcus pneumoniae von anderen 
Streptokokken abgrenzt (Griffith, 1928; Avery, 1942). Ein weiteres Merkmal der 
Pneumokokken ist die Polysaccharidkapsel. Bei der Kultivierung von stark bekapselten 
Stämmen auf Blutagar zeigen sich schleimig-aussehende Kolonien, die als s (smooth)-Form 
bezeichnet werden. Schwach bekapselte Stämme weisen eine rauhe r (routh)-Form auf 
(Watson und Musher, 1990). Auf Grund der unterschiedlichen chemischen Struktur der 
Kapselpolysaccharide von Pneumokokken konnten bisher 91 Serotypen unterschieden 
werden (Lund und Henrichsen, 1978; AlonsoDeVelasco et al., 1995). Die Serotypisierung der 
Pneumokokken erfolgt nach der Neufeldschen Quellungsreaktion (Neufeld, 1902), bei der 
eine Agglutination mit Antiserum desselben Serotypes zur Einordnung verwendet wird. Die 
Virulenz des Serotyps hängt von der Ausprägung und Struktur der Polysaccharidkapsel ab. 
Bekapselte Stämme zeigen eine um 105 stärkere Virulenz als unbekapselte Stämme (Watson 
und Musher et al., 1990). Besonders stark virulent sind die Pneumokokken-Serotypen 1, 2, 




Gegensatz konnte gezeigt werden, dass bekapselte Stämme von S. pneumoniae eine 
verminderte Adhärenz an eukaryotische Zellen zeigen (Talbot et al., 1996).  
 
 
Abbildung 1: Streptococcus pneumoniae. A) Elektronenmikroskopische Aufnahme von 
S. pneumoniae A66 (Serotyp 3) mit ausgeprägter Polysaccharidkapsel B) 
Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Schnittes durch ein stark bekapseltes Serotyp 2-
Isolat S. pneumoniae D39 (Prof. Dr. M. Rohde, HZI Braunschweig).  
 
Das natürliche Habitat der Pneumokokken ist der menschliche Nasopharynx. S. pneumoniae 
besiedelt asymptomatisch die Schleimhäute des oberen respiratorischen Atmungstraktes 
von circa 50% der gesunden Menschen (Gray et al., 1980; Garcia-Rodriguez and 
Fresnadillo-Martinez, 2002). Die Bakterien werden meist durch Tröpfcheninfektion von 
Mensch zu Mensch übertragen (Hahn, Kaufmann, Falke, Ullmann, 1999). Sie kolonisieren im 
Nasopharynx und besiedeln von dort aus die Nasennebenhöhlen und Bronchien (Gray et al., 
1980; Garcia-Rodriguez and Fresnadillo-Martinez, 2002). Eine Pneumokokkenbesiedelung 
kann durch mehrere Serotypen gleichzeitig erfolgen und im Lauf des Lebens wiederholt 
vorkommen (Nielsen und Henrichsen, 1992; Sankilampi et al., 1997). Nach der Besiedlung 
der Nasennebenhöhlen kann S. pneumoniae über die Eustachische Röhre in das Mittelohr 
gelangen und typische lokale Infektionen wie Nasennebenhöhlenentzündungen (Sinusitis) 
und Mittelohrentzündungen (Otitis Media) auslösen (Lynch und Zhanel, 2010). 
Pneumokokken können vom oberen Atmungstrakt in die Lunge disseminieren (Loda et al., 
1975; Boulnois, 1992; Ekdahl et al., 1997). Im Fall einer Immunschwäche durch eine 
Krankheit oder eine bereits vorhandene Infektion können die Pneumokokken über die Luft-
Blut-Schranke in das Blutsystem des Menschen gelangen. Die Erreger können sich dann 
über den Blutkreislauf im Organismus ausbreiten und eine Sepsis auslösen (Gray et al., 
1979). Bei bis zu 25% aller Pneumokokken-Pneumonien erfolgt eine Dissemination der 
Bakterien in den Blutstrom (Lee et al., 1991). Überwinden die Pneumokokken die Blut-Hirn-




Die höchste Inzidenz invasiver Pneumokokkeninfektionen verbunden mit den höchsten 
Letalitätsraten verzeichnen die Altersgruppen der unter 2- und der über 65-jährigen, sowie 
Personen mit Immunschwäche-Prädisposition (Robert-Koch-Institut, 2001; Austrian et al., 
1977; Gray et al., 1979; Garcia - Leonie et al., 1992). Pneumokokkeninfektionen treten oft als 
Sekundärinfektionen nach vorausgegangenen viralen Infekten des oberen Atmungstraktes 
auf (Benner et al., 1974; Seki et al., 2004; Kukavica-Ibrulj et al., 2009). Nach Angaben der 
Weltgesundheitsorganisation (WHO) sind Infektionen mit Pneumokokken eines der 
Hauptgesundheitsprobleme weltweit (WHO, 2007). S. pneumoniae ist der häufigste Erreger 
von ambulanten Pneumonien und Hauptverursacher der akuten Otitis media-Erkrankungen 
bei Kindern unter 3 Jahren (Burman et al., 1985; Rodgers et al., 2009). Die meisten 
Mittelohrinfektionen werden dabei von Stämmen der Serotypen 3, 6A, 6B, 9V, 14, 19A, 19F 
und 23F hervorgerufen (Rodgers et al., 2009). Pneumokokken gelten außerdem als eine der 
wichtigsten Ursachen für bakterielle Hirnhautentzündung und Sepsis bei Erwachsenen 
(Tuomanen et al., 1995, WHO, 2007). Weltweit erkranken jährlich über 10 Millionen 
Menschen an Pneumokokkeninfektionen (O`Brien et al., 2009; Lynch und Zhanel, 2010). Die 
WHO schätzte 2005 die jährlichen Todesfälle aufgrund von Pneumokokkenerkrankungen auf 
1,6 Millionen (WHO, 2007). Dabei werden bis zu 1 Million Todesfälle Kindern unter 5 Jahren, 
die meist aus Entwicklungsländern stammen, zugeordnet (WHO, 2007). Auch in industriell 
hochentwickelten Ländern wie Deutschland oder den USA sind Pneumokokken die 
Hauptursache invasiver Erkrankungen, wie bakteriämischer Pneumonie, Sepsis oder 
Meningitis (Robert-Koch-Institut, 2010). Schätzungen zufolge sterben 4.000 bis 8.000 
Menschen in Deutschland pro Jahr an invasiven Pneumokokkeninfektionen (Robert-Koch-
Institut, 2010). Die Serotypen 1, 4 und 7F sind besonders häufig mit invasiven Erkrankungen 
assoziiert, während bei Infektionen mit den Serotypen 3, 6B und 19F sehr hohe 
Mortalitätsraten verzeichnet worden (Sandgren et al., 2005). Die Seroytpen 6B, 14, 19F und 
23F besiedeln sowohl als harmlose Kommensale als auch als pathogene Erreger die 
Nasenrachenräume von Kindern (Sandgren et al., 2005). Die hochgradig invasiven Stämme 
der Pneumokokken sind oft einzelne Bakterienklone gleicher Serotypen, die über 
Transformation und Rekombination unterschiedliche Pathogenitätsprofile erworben haben 
(Henriques-Normark et al., 2008). Durch die erhöhte Mobilität unseres hochtechnisierten 
Zeitalters und der weltweit ausgebauten Infrastruktur überschreiten die Klone sehr schnell 






2.3 Therapie und Prävention von Pneumokokkenerkrankungen 
 
Die Behandlung von Pneumokokkenerkrankungen erfolgt durch Antibiotikagabe. Bei Otitis 
media und Pneumonien werden hauptsächlich β-Lactam-Antibiotika, wie Penicilline 
eingesetzt (Musher, 1992). Die Antibiotikatherapie der Pneumokokkenerkrankungen wird 
durch die zunehmende Resistenzbildung der Erreger gegenüber β-Lactam-Antibiotika 
erschwert (Reinert, 2009). Die Penicillin-Resistenz der Pneumokokken beruht auf der 
Expression von modifizierten Penicillin-Bindungsproteinen (PBP) (Maurer et al., 2007; 
Reinert, 2009). In den letzten Jahren ist bei den vorherrschenden Pneumokokkenisolaten 
neben der Zunahme von Resistenzen gegenüber Penicillin auch eine Resistenzentwicklung 
gegen Makrolid- oder Trimethoprim-Antibiotika zu beobachten (Reinert, 2009). Makrolid-
Antibiotika binden an die 50 S Ribosomenuntereinheit der Bakterien und verhindern die 
Translation der mRNA. Die Methylierung der 23SrRNA oder die Expression von 
Effluxpumpen führt zur Resistenzentwicklung gegen Makrolide. Die Trimethoprim-Sulfonamid 
Resistenz wird durch eine veränderte Dihydrofolat-Reduktase vermittelt (Reinert, 2009; Van 
der Linden et al., 2007). In Europa wurden resistente Pneumokokkenisolate hauptsächlich in 
Spanien, Frankreich und Ungarn verzeichnet (Reinert et al. 2005). Weltweit weisen zurzeit 
bis zu 40% der Pneumokokkenisolate multiple Antibiotikaresistenzen auf, wobei vor allem bei 
klinischen Isolaten der Serotypen 6A, 6B, 9V, 14, 19F und 23F eine Zunahme der 
Resistenzen verzeichnet wird (Lynch and Zhanel, 2010; Ruckinger et al., 2009). Bei 
Resistenz des Pneumokokkenstammes oder einer Allergie des Patienten gegen Penicillin, 
stehen das Ansamycin-Antibiotikum Rifampicin oder das Glycopeptid-Antibiotikum 
Vancomycin zur Verfügung (Grimwood et al., 1997; Jacobs, 2004). Die Ursachen von 
Antibiotikaresistenzen sind vielfältig. Einerseits führt die unkontrollierte und häufig 
wiederholte Einnahme von Breitband-Antibiotika zu einer Selektion von multiresistenten 
Stämmen, andererseits können sich Resistenzen durch die hohe Mobilität der Bevölkerung 
überregional ausbreiten (Reinert, 2009). Eine weitere Ursache der Entwicklung von multiplen 
Antibiotikaresistenzen ist der „Pneumokokken-Brudermord“. Pneumokokken exprimieren 
Bakteriozide und Bakteriolysine, die zur Lyse von vor allem nicht-kompetenten 
Pneumokokken führen (Havarstein et al., 2006). Die Lyse von Bakterien der eigenen Art 
ermöglicht eine selektive und effiziente Transformation von DNS. Aufgrund der natürlichen 
Transformierbarkeit der Pneumokokken wird der Austausch und eventuelle Neukombination 
von Genen durch horizontalen Gentransfer erleichtert (Havarstein et al., 2006). Darüber 
hinaus gehört S. pneumoniae zu den Bakterienarten, die eine hohe homologe 




Pneumokokken und können zum Austausch von Resistenzgenen führen (Claverys et al., 
2007).  
Um Infektionen durch Pneumokokken vorzubeugen, wurde bereits vor circa 30 Jahren ein 
Kapselpolysaccharid-basierter Impfstoff gegen Pneumokokken (Pneumovax 23™) entwickelt 
(Austrian et al., 1976). Der Impfstoff enthält 23 Kapselantigene der zur damaligen Zeit am 
häufigsten vorkommenden Serotypen bei Infektionen in Europa und den USA (Pneumovax 
23™, Merck, 1996). Kapselpolysaccharide vermitteln eine T-Zell-unabhängige-
Immunantwort, die in den ersten zwei Lebensjahren noch nicht entwickelt ist (Robert-Koch-
Institut, 2001). Da die Schutzwirkung des Polysaccharid-Impfstoffes insbesondere bei 
Kleinkindern begrenzt ist und auch bei Erwachsenen nur ein sehr eingeschränktes 
Immungedächtnis aufbaut, wurde die Entwicklung eines proteinbasierten Impfstoffes 
angestrebt (Lee et al., 1991; Pletz et al., 2008; Ruckinger et al., 2009). Die Konjugation eines 
Kapselantigens an ein Trägerprotein vermittelt eine T-Zell-abhängige Immunantwort (Robert-
Koch-Institut, 2001). Die T-Zell-abhängige Immunantwort induziert das immunologische 
Gedächtnis und kann auch Kleinkinder langfristig gegen eine Infektion durch Pneumokokken 
schützen (Lee et al. 1991). Im Jahr 2001 wurde in Deutschland ein Polysaccharid-
Konjugatimpfstoff mit der Bezeichnung Prevnar® (PNCRM7) zugelassen. Bei diesem 
Impfstoff sind die Kapselpolysaccharide von sieben S. pneumoniae-Serotypen, (4, 6B, 9V, 
14, 18C, 19F, 23F), die bei 70 % der Pneumokokkeninfektionen bei Kindern nachgewiesen 
wurden, chemisch an eine nichttoxische Variante des Diphtherietoxins CRM197 als 
Trägerprotein gekoppelt (Rennels et al., 1998; Tan, 2002). Weltweit sind etwa 20 Serotypen 
für circa 70 % der invasiven, durch S. pneumoniae verursachten Erkrankungen 
verantwortlich (Prato et al., 2010). In unterschiedlichen geographischen Regionen 
dominieren verschiedene Serotypen. Der heptavalente Konjugatimpfstoff Prevnar® führte zu 
einem Rückgang der invasiven Pneumokokkenerkrankungen in Deutschland und den USA 
(Ruckinger et al., 2009). Der Impfstoff vermittelt jedoch nur einen Immunschutz gegen die 
beinhalteten Serotypen. Die Einführung des Konjugat-Vakzins beeinflusste jedoch den Anteil 
der nicht im Impfstoff enthaltenen Serotypen an invasiven Erkrankungen. Seit dem 
vermehrten Einsatz des Konjugat-Vakzins konnte eine Verschiebung der 
infektionsauslösenden Serotypen in Richtung der nicht im Impfstoff-enthaltenen Serotypen 
beobachtet werden (Posfay-Barbe, 2004; Reinert, 2009). Seit Ende 2009 ist Prevnar 13® in 
Deutschland zur Pneumokokkenimpfung von Kindern bis fünf Jahren zugelassen (Nuorti and 
Whitney, 2010). Der Impfstoff ist im Vergleich zu Prevnar® gegen weitere sechs 
Pneumokokkenserotypen gerichtet (1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F und 23F) 
und deckt ein breiteres Serotyp-Spektrum ab (Prato et al., 2010). Darüber hinaus ist seit 
2009 der 10-valente Pneumokokken-Impfstoff mit der Bezeichnung Synflorix in Deutschland 




Zusammensetzung wesentlich vom 7-valenten bzw. 13-valenten Konjugatimpfstoff. Als 
Trägerprotein wurde bei 8 von 10 im Impfstoff enthaltenen Serotypen das Protein D des 
Bakteriums Haemophilus influenzae verwendet. Um einen möglichst umfassenden Schutz 
vor allen S. pneumoniae Serotypen zu erhalten, fokussiert sich die Impfstoffentwicklung auf 
Serotyp-unabhängige, ubiquitär vorhandene, immunogene Oberflächenproteine. Neben der 
Suche nach potentiellen Vakzin-Antigenen ist das detaillierte Verständnis der Mechanismen 




2.4 Virulenzfaktoren von Streptococcus pneumoniae 
 
An der Kolonisierung, Persistenz und Dissemination von Pneumokokken in verschiedene 
Gewebe im Wirt ist eine Vielzahl von Virulenzfaktoren beteiligt (Salyers und Whitt, 1994). 
Streptococcus pneumoniae verfügt über ein breites Spektrum an Virulenzfaktoren mit 
verschiedenen Funktionen (Hammerschmidt, 2006). Zu den Virulenzfaktoren von 
Pneumokokken gehören Proteine, Enzyme, Toxine und Kohlenhydratstrukturen, die auf der 
Bakterienoberfläche verankert sind oder in die Umgebung freigesetzt werden (Jedrzejas et 
al., 2001; Bergmann und Hammerschmidt, 2006). Sie schützen S. pneumoniae vor dem 
Immunsystem des Wirtes oder vermitteln die Adhärenz an Wirtszellen (Salyers und Whitt, 
1994). Einer der wichtigsten Virulenzfaktoren von S. pneumoniae ist die 
Polysaccharidkapsel. Sie umgibt die Zellwand der Bakterien und besteht aus 
unterschiedlichen Mono-, Di und Trisacchariden, Aminozucker, Acetyl-, und 
Phosphorylgruppen und diese sind über Phosohodiesterbindungen miteinander verknüpft 
(Austrian et al., 1981; van Dam et al., 1990). Die verschiedenen Serotypen der 
Pneumokokken werden aufgrund der Zusammensetzung der Kapselpolysaccharide 
unterschieden (Lund und Henrichsen, 1978; AlonsoDeVelasco et al., 1995). Die Ausprägung 
und Zusammensetzung der Kapsel bestimmt in hohem Maße die Virulenz des 
Pneumokokken-Serotyps (Watson und Musher et al., 1990). Bekapselte Stämme sind in der 
Regel hoch virulent, während unbekapselte Stämme meist avirulent sind (Watson und 
Musher, 1990). Die Kapselpolysaccharide schützen die Pneumokokken vor Phagozytose 
durch polymorphkernige Lymphozyten und inhibieren die Aktivierung der alternativen 
Komplementkaskade (Fine, 1975). Die Kapsel limitiert die Reinigungsfunktion der humanen 
Schleimhäute, wodurch die Kolonisierung der Gewebeoberflächen mit Pneumokokken erhöht 




Serotypen eine spontane Phasenvariation in der Kapselexpression beobachtet werden. Sie 
führt zu einer opaquen oder transparenten Erscheinungsform der Kolonien (Weiser et al., 
1994). Pneumokokken mit transparentem Phänotyp bilden eine geringere Menge an 
Kapselpolysaccharid. Bakterielle Oberflächenproteine sind dann nicht mehr von 
Polysacchariden maskiert und können die Anheftung der Bakterien an mukosale 
Epitheloberflächen fördern (Weiser et al., 1994). Opaque Varianten weisen einen höheren 
Gehalt an Kapselpolysacchariden auf, exprimieren aber eine geringere Menge an 
Teichonsäuren und dadurch auch Phosphorylcholin (Kim und Weiser, 1998). 
Phosphorylcholin stellt einen Verankerungspunkt für cholinbindende Oberflächenproteine 
von Pneumokokken dar, so dass eine verringerte Oberflächenpräsenz von einigen 
Virulenzfaktoren die Folge ist. Pneumokokken mit opaquem Phänotyp zeigten eine höhere 
Virulenz in systemischen Infektionen (Kim und Weiser, 1998; Weiser et al., 1994; Overweg et 
al., 2000; Weiser et al., 2001). Ergänzend wurde in elektronenmikroskopischen Studien 
gezeigt, dass Pneumokokken in direktem Kontakt mit eukaryotischen Lungenzellen deutlich 
weniger bekapselt sind als Pneumokokken ohne direkten Zellkontakt (Hammerschmidt et al., 
2005). Darüber hinaus zeigten bekapselte Stämme von S. pneumoniae eine verminderte 
Adhärenz an eukaryotische Zellen (Talbot et al., 1996).  
Ein weiterer wichtiger Virulenzfaktor von Pneumokokken ist Pneumolysin, ein thiol-aktiviertes 
porenbildendes Toxin mit einem Molekulargewicht von 52,8 kDa (Marriott et al., 2008). Es 
wird im Zytosol von allen klinischen Pneumokokkenisolaten exprimiert und beim Wachstum 
der Bakterien und nach Autolyse freigesetzt (Marriott et al., 2008). Für die Autolyse der 
Pneumokokken ist das Autolysin N-Acetylmuramyl-L-Alanin-Amidase (LytA) von Bedeutung. 
Das Autolysin ist über Cholinreste von Lipoteichonsäuren in der Zellwand verankert (Holtje 
und Tomasz, 1975). Nach Erreichen der stationären Wachstumsphase der Pneumokokken, 
bei Nährstoffmangel oder durch Antibiotikaeinwirkung kommt es zur Reduktion der 
Zellwandbiosynthese. Aktiviertes Autolysin hydrolysiert die Peptidbindung zwischen Alanin 
und N-Acetylmuraminsäure (Berry et al., 1989; Paton et al., 1993). Die Autolyse der 
Pneumokokken ermöglicht die Freisetzung zytosolischer und zellwandassoziierter 
Virulenzfaktoren, wie z. B. Pneumolysin (Johnson, 1977; Lock et al., 1988). Eine Autolyse-
unabhägige Freisetzung von Pneumolysin wird ebenfalls diskutiert (Balachandran et al., 
2001). Pneumolysin bindet an das Cholesterin der Plasmamembranen von Wirtszellen und 
induziert Transmembranporen (Gilbert et al., 1999). Die Transmembranporen führen zur 
Lyse der Wirtszelle (Johnson et al., 1980; Rubins et al., 1993). Pneumolysin kann bereits in 
sublytischen Mengen die Zilienmotilität von nasopharyngealen Epithelien inhibieren (Steinfort 
et al., 1989; Feldman et al., 1990). Das Toxin wirkt neurotoxisch und induziert im Verlauf 
einer Pneumokokkenmeningitis die Apoptose der Hirnzellen. Dies schädigt die ependymalen 




Pneumolysin die Produktion von Zytokinen wie TNF-α und Interleukin-1β in humanen 
Monozyten (Houldsworth et al., 1994). Pneumolysin verringert die Neutrophilenmigration und 
inhibiert die Lymphozytenproliferation und Antikörpersynthese (Paton und Ferrante, 1983). 
Darüber hinaus bewirkt Pneumolysin die Stimulierung des Komplementsystems über die 
Bindung an die Fc-Fragmente von Antikörpern (Paton et al., 1993). 
Komponenten der Zellwand von Pneumokokken sind bei Entzündungsprozessen im Verlauf 
einer Pneumokokkeninfektion und bei der Adhärenz der Pneumokokken an humane 
Endothelzellen beteiligt (Geelen et al., 1993). Die Zellwandpolysaccharide von 
Pneumokokken bestehen aus Teichonsäuren und Lipoteichonsäuren und stimulieren die 
Produktion von Interleukin-1 bei humanen Monozyten (Riesenfeld-Orn et al., 1989). Ein 
wichtiger Bestandteil der Teichonsäuren und Lipoteichonsäuren der bakteriellen Zellwand 
von S. pneumoniae ist das Phosphorylcholin (Alonso De Valesco et al., 1995). Das 
Phosphorylcholin vermittelt die Assoziation von Proteinen an der Bakterienoberfläche (sog. 
Cholinbindungproteine). Die Gruppe der Cholinbindungsproteine von Pneumokokken binden 
nicht-kovalent über Cholinbindungsdomänen an die Phosphorylcholingruppen der 
Lipoteichonsäuren auf der Pneumokokkenzellwand (Yother und White, 1994). Ein Beispiel 
eines Cholinbindungsproteins ist das pneumococcal surface protein C (PspC) (Bergmann 
and Hammerschmidt, 2006). Die Interaktion zwischen PspC und dem humanen polymeren 
Immungloblinrezeptor (pIg-R) führt zur Internalisierung der Pneumokokken in humane 
Lungenepithelzellen (Agarwal et al., 2009). PspC interagiert mit dem Lamininrezeptor auf der 
Oberfläche von Hirnendothelzellen und fördert die bakterielle Adhärenz (Orihuela et al., 
2009; Hammerschmidt et al. 2007). Darüber hinaus stimuliert PspC die IL-8 Produktion von 
humanen Lungenepithelzellen und beeinflusst damit die inflammatorische Stimulierung des 
Immunsystems (Madsen et al., 2000). Das Phosphorylcholin vermittelt nicht nur die 
Proteinassoziation an der Bakterienoberfläche, sondern interagiert auch mit dem Rezeptor 
für den platelet activating factor (PAF) (Cundell et al. 1995; Cundell et al. 1996). Der PAF-
Rezeptor ist an der Adhäsion von Pneumokokken an Endothelzellen, sowie der Überwindung 
der Blut-Hirn-Schranke beteiligt (Cundell et al., 1996; Ring et al., 1998). 
Die Anheftung von S. pneumoniae an Wirtsstrukturen stellt einen wichtigen initialen Schritt 
bei einer Infektion dar. Für die Adhärenz von Pneumokokken an Epithel- und Endothelzellen 
sind insbesondere Faktoren der Bakterienoberfläche von Bedeutung. Die meisten 
Virulenzfaktoren von S. pneumoniae sind Oberflächenproteine, die direkt oder indirekt mit 
humanen Zellen interagieren (AlonsoDeVelasco et al., 1995; Bergmann und 
Hammerschmidt, 2006). Ein gut untersuchtes Protein auf der Pneumokokkenoberfläche ist 
das pneumococcal surface adhesin A (PsaA). Es gehört zur Gruppe der Lipoproteine und ist 




et al. 1997). PsaA vermittelt die Adhärenz und Invasion von Streptococcus pneumoniae in 
eukaryotische Zellen (Bergmann and Hammerschmidt, 2006). Als Rezeptor auf der 
Zelloberfläche wurde das Zelladhäsionsmolekül E-Cadherin identifiziert (Anderton et al., 
2007). PsaA ist aufgrund seiner Serotyp-unabhängigen Expression und seiner hoch 
immunogenen Wirkung ein potentielles Vakzin-Antigen und wird in einigen Impfstoffstudien 
getestet (Rajam et al., 2008). Auf der Oberfläche von S. pneumonaie werden Proteine 
exprimiert, die ein C-terminales LPXTG-Motiv enthalten. Das Protein ist über das LPXTG-
Motiv kovalent im Peptidoglykangerüst der Bakterienzellwand verankert (Bergmann and 
Hammerschmidt, 2006). Die Neuraminidase A (Nan A) ist ein proteolytisch aktives Protein 
der kovalent-verankerten Proteine, das direkt mit Endothelzellen interagiert. Die 
Neuraminidase A spaltet N-acetylneuraminsäure von Glycolipiden, Lipoproteinen und 
Oligosacchariden und vermittelt die Adhärenz und Internalisierung von Pneumokokken an 
Hirnendothelzellen (Camara et al., 1994; Uchiyama et al., 2009; Banerjee et al.; 2010).  
Streptococcus pneumoniae exprimiert des Weiteren oberflächenassoziierte Virulenzfaktoren, 
die keine bekannten Verankerungsmotive enthalten (Bergmann et al., 2001; Bergmann und 
Hammerschmidt, 2006). Diese Faktoren üben wichtige Funktionen im Metabolismus der 
Pneumokokken aus. Die Glykolyse-Enzyme Enolase und Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) sind sowohl im Zytoplasma, als auch auf der 
Pneumokokkenoberfläche lokalisiert (Bergmann et al., 2001). Pneumokokken binden über 
extrazelluläre Enolase und die extrazelluläre GAPDH humanes Plasminogen, das Proenzym 
der Serin-Protease Plasmin (Bergmann et al., 2001). Plasmin ist ein Schlüsselenzym der 
Fibrinolyse und an der Homeostase und Degradation von Komponenten der extrazellulären 
Matrix, wie Vitronektin und Laminin beteiligt (Saksela, 1985; Lähteenmäki et al., 2001). 
Aktives Plasmin aktiviert darüber hinaus weitere Proteasen, z. B. Kollagenasen. Das aktive 
Plasmin entsteht durch die proteolytische Spaltung des Zymogens Plasminogen. Die 
Proteolyse erfolgt durch physiologische Plasminogenaktivatoren wie den Urokinasetyp-
Plasminogenaktivator (u-PA) und den Gewebetyp-Plasminogenaktivator (t-PA), der 
besonders bei Entzündungsreaktionen aus Gefäßendothelien freigesetzt wird (Preissner und 
Chhatwal, 1999; Lähteenmäki et al., 2001). Durch die Bindung an Plasminogen verfügen 
Pneumokokken über einen Mechanismus, Strukturen der extrazellulären Matrix und 
Thrombozytenthromben zu degradieren (Bergmann und Hammerschmidt, 2006). 
Pneumokokken nutzen die proteolytische Aktivität des Wirtes, um in tiefere 
Gewebeschichten vorzudringen (Bergmann et al., 2005).  
Neben der direkten Adhärenz an humane Zellen findet bei Pneumokokken eine Interaktion 
mit Komponenten der extrazellulären Matrix (EZM) statt. Die extrazelluläre Matrix besteht 




(Alberts et al., 1994). Darüber hinaus enthält die EZM viele verschiedene Proteine, wie z. B. 
Fibronektin, Vitronektin oder Laminin, die Interaktionen zwischen Zelloberflächen und 
anderen Matrixkomponenten vermitteln. Die Verankerung der Zelle auf der Basalmembran 
erfolgt über Integrine, die als Hemidesmosomen oder fokale Adhäsionskontakte organisiert 
sind (Alberts et al., 1994). Eine Vielzahl von bakteriellen Adhäsinen von Gram-positiven 
Bakterien interagiert im Infektionsverlauf mit verschiedenen Komponenten der EZM 
(Bergmann und Hammerschmidt, 2006). Zu diesen Kontaktmolekülen gehören Fibronektin, 
Vitronektin, Fibrinogen, Integrine und Thrombospondin (Preissner und Chhatwal, 1999). 
Pneumokokken exprimieren Adhäsine, die spezifisch mit Fibronektin und Vitronektin 
interagieren (Kostrzynska and Wadstrom, 1992; Holmes et al., 2001; Bergmann und 
Hammerschmidt, 2006; Bergmann et al., 2009). Fibronektin und Vitronektin sind 
multifunktionelle Glykoproteine, die in der EZM und im Blutplasma nachweisbar sind 
(Preissner et al., 1985). Das nicht-klassisch verankerte oberflächenlokalisierte Protein 
pneumococcal adherence and virulence factor A (PavA) konnte als Adhäsin für das 
extrazelluläre Matrix-Protein Fibronektin identifiziert werden (Holmes et al., 2001). Studien 
von Bergmann und Kollegen demonstrierten, das Pneumokokken über Vitronektin an αVβ3-
Integrine von humanen Endothelzellen binden (Bergmann et al., 2009). Diese Interaktion 



















Abbildung 2: Virulenzfaktoren von Pneumokokken. Schematisierte Darstellung der im 
Text beschriebenen Virulenzfaktoren von Streptococcus pneumoniae und bekannte 




2.5 Aufbau und Funktion des Lungenendothels 
 
Das Endothel bildet die innere Auskleidung von Blut- und Lymphgefäßen und damit eine 
semipermeable Grenzfläche zwischen dem zirkulierenden Blut bzw. der Lymphflüssigkeit 
und der Gefäßwand (Sumpio et al., 2002). Im humanen, adulten Körper besteht das 
Endothel aus circa 10 Billionen (1013) Zellen und wiegt circa 1 kg (Augustin et al., 1994). Bis 
in die sechziger Jahre galt das Endothel als eine einreihige Zellschicht mit der Funktion, die 
Diffusion von Makromolekülen des vorbeifließenden Blutes in die darunter liegenden 




vielfältigen Funktionen des Endothels näher untersucht worden. Endothelzellen sind an der 
Hämostase, Entzündungsreaktionen, der Kontrolle der vaskulären Tonizität, der 
Angiogenese und der Wundheilung beteiligt (Goligorsky et al., 2009). Die Sprossung neuer 
Blutgefäße (Angiogenese) wird vom Endothel initiiert. Endothelzellen und hämopoetische 
Zellen entwickeln sich aus denselben Vorläufern, den Hämangioblasten, Blasten-ähnlichen 
bipotenten Zellen (Choi et al., 1998). Das Endothel stellt als homogene Zellschicht nicht nur 
eine bedeutende Barrierefunktion dar, sondern reguliert aktiv die Permeabilität und die 
Adhäsion von Zellen (Pries et al., 2000; Pries and Kuebler, 2006). Das Endothel kontrolliert 
den Blutdruck durch Regulation von Vasokonstriktion und Vasodilation, ist maßgeblich an 
Entzündungsprozessen beteiligt und reguliert Gerinnungsprozesse (Sumpio et al., 2002).  
Das Endothel des Blutgefäßsystems wird in drei Arten unterteilt. 1. Das Endothel der Arterien 
umfasst makrovaskuläre Gefäße, die das Blut vom Herzen wegführen. 2. Das Endothel der 
Venen sind makrovaskuläre Gefäße, die das Blut zum Herzen hinführen. 3. Beim Endothel 
der Kapillaren handelt es sich um mikrovaskuläre Gefäße, die Arterien und Venen 
miteinander verbinden (Moll, 2006). Eine Blutkapillare hat einen Durchmesser von 5-15 µm 
und vermittelt den Austausch von gelösten Substanzen und Körperflüssigkeit zwischen dem 
Blut und dem umgebenden Gewebe (Moll, 2006). Das Endothelium der Kapillare besteht aus 
sehr flachen Endothelzellen. Um die Endothelzellen befindet sich die Basalmembran, eine 
reversibel, dehnbare Schicht von 30-60 nm Dicke (Moll, 2006). Blutkapillare werden aufgrund 
des Endothelaufbaus in verschiedene Arten unterteilt. Es werden Kapillare mit 
geschlossenem Endothel (kontinuierliches Endothel), Kapillare mit gefenstertem Endothel 
(fenestriertes Endothel) und Kapillare mit interzellulären Lücken (diskontinuierliches 
Endothel) unterschieden (Moll, 2006). Der Aufbau und die Funktion der Kapillare sind Organ-
spezifisch (Aird, 2007). In der menschlichen Lunge sind die Lungenbläschen (Alveolen) von 
einem flachen, einschichtigen Alveolarepithel ausgekleidet (Moll, 2006). Die Blutkapillare 
befinden sich als Netzwerk um das Alveolarepithel der Alveolen (siehe Abb. 3 A) (Moll, 2006; 
Aird, 2007). Die Basalmembranen von Alveolen und Kapillaren sind verschmolzen (siehe 
Abb. 3 B und C) (Moll, 2006). Das Alveolarepithel, die Basalmembran und das 
Kapillarendothel bilden die Luft-Blut-Schranke (siehe Abb. 3 C). Die Luft-Blut-Schranke ist 
circa 0,5 µm dick (Moll, 2006). Die Endothelzellen der Luft-Blut-Schranke bilden ein 
kontinuierliches Endothel und sind über viele Zellverbindungen (tight junctions) miteinander 







Abbildung 3: Blutgefäße der Lunge. A) Schematische Darstellung der Blutgefäße im 
Bronchial- und Lungensystem, B) Schematische Darstellung einer Lungenkapillare 




Bei einer akuten oder chronischen Entzündung des Endothels kommt es zu starken 
Permeabilitätsveränderungen (Hippenstiel and Suttorp, 2003). Bundgaard und Kollegen 
zeigten, dass die Gewebshormone Histamin und Serotonin bei initialen inflammatorischen 
Prozessen eine Permeabilitätssteigerung des Endothels bewirken und die transendotheliale 
Zellmigration erleichtern (Bundgaard, 1984). Leukozyten können durch das Endothel in das 
umgebende Gewebe einwandern (Sumpio et al., 2002). Bei inflammatorischen Prozessen 
synthetisiert das Endothel Metalloproteasen, die die Zersetzung von Bindegewebsstrukturen 
bewirken (Donners et al.; Cines et al., 1998). Darüber hinaus reguliert das Endothel durch 
Ausschüttung von Vasodilatoren und Vasokonstriktoren den Blutdruck (Majno and Palade, 
1961; Baron et al., 1989; Draijer et al., 1995). Vasodilatoren führen zur Relaxation der 
Gefäßmuskulatur und Vasokonstriktoren bewirken die Kontraktion der glatten Muskelzellen 
in den Blutgefäßen (Sumpio et al., 2002). Bei Entzündungsprozessen wird der 
Vasokonstriktor Endothelin-1 von Endothelzellen sekretiert. Endothelin-1 bewirkt eine 
Verringerung des Blutstroms (Miller et al., 1993). Ein wesentlicher Mechanismus der 
physiologischen Endothelfunktion ist die ausreichende Synthese von Stickstoffmonoxid (NO-) 
(Stamler et al., 1994). NO- ist ein reaktives Radikal und wirkt ubiquitär als sekundärer 
Botenstoff in Endothelzellen (Stamler et al., 1994; Adnot et al., 1995; Blitzer et al., 1996). In 
niedrigen Konzentrationen ist es an physiologischen Prozessen wie der Regulation des 
Blutflusses, der Angiogenese und der Blutplättchen-Aggregation beteiligt (Stamler et al., 
1994; Adnot et al., 1995). In erhöhten Konzentrationen ist NO- an entzündlichen Prozessen 
der Abwehr gegen Pathogene oder Tumore beteiligt (Moncada und Higgs, 1993). NO- wird 
daher als Schlüsselmolekül für die Aufrechterhaltung der Endothelfunktion angesehen 
(Stamler et al., 1994; Adnot et al., 1995; Blitzer et al., 1996). Endothelzellen exprimieren 
verschiedene, spezifische Marker, die sie von anderen Zelltypen unterscheiden. Ein Beispiel 
ist der Rezeptor für Dil-acetyliertes Low Density Lipoprotein (Dil-Ac-LDL), das in Lysosomen 
aufgenommen und gespalten wird (Voyta et al., 1984). Der Rezeptor für Dil-Ac-LDL wird 
nicht von glatten Muskelzellen und Fibroblasten exprimiert (Pelzer, 2009). Ein weiterer 
spezifischer Marker für Endothelzellen ist von Willebrand  Faktor (VWF). VWF wird von 









2.6 Weibel-Palade-bodies (WPBs) 
 
WPBs sind sekretorische Organellen von Endothelzellen (Valentijn et al., 2008). Sie wurden 
erstmals 1964 von dem Schweizer Mediziner Prof. Ewald R. Weibel und dem rumänischen 
Physiologen Prof. George E. Palade beschrieben und im Folgenden nach ihren Entdeckern 
benannt (Weibel und Palade, 1964). Elektronenmikroskopische Aufnahmen visualisierten die 
Struktur und Form der WPBs (Abb. 4 A und B). Es sind zigarrenförmige, längliche 
Organellen von 1-5 µm Länge und 0,1-0,3 µm Breite mit charakteristischen länglichen 
Streifen (Valentijn et al., 2011). Sie sind durch eine Membran vom Zytosol der Zelle 
abgegrenzt (Valentijn et al., 2011). WPBs werden wie die sekretorischen Granula der 
endokrinen und neuroendokrinen Zellen am Transgolginetzwerk der Endothelzellen gebildet 




Abbildung 4: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von WPBs in der 
Endothelzelle. A) WPBs (Pfeil) in einer Endothelzelle der humanen Nabelschnurvene 
(Human umbilical vein endothelial cell, HUVEC) (aus Valentijn et al., 2008). B) WPB in einer 
humanen, mikrovaskulären Lungenendothelzelle (Human pulmonary microvascular 




Zum Zeitpunkt ihrer Entdeckung waren der Inhalt und die biologische Funktion der WPBs 
noch unbekannt (Weibel und Palade, 1964). Ungefähr 20 Jahre später wurde erstmals 
gezeigt, das WPBs VWF enthalten (Wagner et al., 1982). VWF ist für die Bildung der WPBs 
essentiell (Valentijn et al., 2011). Inzwischen wurden verschiedene andere Proteine in den 
WPBs identifiziert. Neben VWF sind die häufigsten Bestandteile der WPBs Interleukin-8, P-
Selektin, Endothelin-1, Endothelin-converting enzyme, Gewebetyp-Plasminogenaktivator (t-
PA), Eotaxin-3, Angiopoietin-2, Osteoprotegerin und Rab27A (Rondaij et al., 2006; Metcalf et 
al., 2008). Die Proteine werden in den Organellen gespeichert und durch externe Stimulation 
in den Blutstrom sekretiert (Michaux and Cutler, 2004; Metcalf et al., 2008; Romani de Wit et 
al., 2004; Goligorsky et al., 2009). Im Folgenden werden die Funktionen einiger Bestandteile 
der WPBs näher beschrieben. 
 
 
2.7 Die Hauptbestandteile der Weibel-Palade-bodies 
 
Der Hauptbestandteil der WPBs ist VWF (Wagner et al., 1990). Der VWF ist ein multi-
Domänen Glykoprotein im Blutplasma von Säugetieren (Yamamoto et al., 1998; Valentijn et 
al., 2008). Die Konzentration von VWF im humanen Blutplasma betrug circa 50 nM 
(Borchiellini et al., 1996). Die VWF-mRNA der Transkription wird in ein pre-pro-Polypeptid 
(Monomer mit 350 kDa) translatiert und besteht aus einem Signalpeptid von 22 
Aminosäuren, einem langen Propeptid von 741 Aminosäuren und einem Peptid mit 2050 
Aminosäuren (Michaux und Cutler, 2004). Im Endoplasmatischen Retikulum erfolgt die 
Dimerisierung des VWF-Proteins über die Ausbildung von Disulfidbrücken (Sadler, 1998). 
Die VWF-Dimere werden zum Golgi-Apparat transportiert, das Propeptid abgespalten und 
die VWF-Dimere bilden über weitere Disulfidbrücken bis zu 20 Millionen Da-große lineare 
Multimere mit 80 VWF-Untereinheiten (Sadler, 1998). Die VWF-Multimere und das Propeptid 
kondensieren zu Tubuli und werden am Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) in Clathrin/AP-1-
Vesikel eingelagert (Lui-Roberts et al., 2005; Zenner et al., 2007). Aus diesen Vesikeln 
entstehen die WPBs (Wagner et al., 1991). Bei der Bildung der WPBs am TGN werden auch 
andere Proteine, wie P-Selektin oder Osteoprotegerin in die WPBs eingelagert (Harrison-
Lavoie et al., 2006; Zannettino et al, 2005). Der Inhalt der WPBs wird zum Teil kontinuierlich 
und zum Teil nach Stimulierung der Endothelzellen in den Blutstrom sekretiert (Metcalf et al., 
2008; Wagner et al., 1990;). Die Exozytose der WPBs führt zu einer Freisetzung von bis zu 
einigen Millimetern langen VWF-Fäden in den Blutfluss (Dong et al., 2002). Die VWF-




Plasmamolekulargewicht der VWF-Fragmente beträgt 176 kDa und 140 kDa (Dong et al., 
2002; Plaimauer et al., 2002). Im Blutplasma ist VWF ein essentielles Schlüsselmolekül der 
Hämostase (Rondaij et al., 2006). Die Hämostase beschreibt die Anheftung und Koagulation 
von Thrombozyten, der Aktivierung weiterer Thrombozyten und Bildung eines 
verschließenden, weißen Thrombozytenthrombus (Baklaja, 2008). Die Hämostase wird in die 
primäre und sekundäre Hämostase unterteilt, die miteinander in Wechselwirkung stehen 
(Baklaja, 2008). Bei der primären Hämostase sind Thrombozyten, Endothelzellen, glatte 
Muskelzellen und das Gewebe außerhalb des Gefäßes beteiligt. Sie dient zur schnellen 
Blutstillung durch Formation eines Thrombus (Baklaja, 2008). Bei diesem Prozess verbindet 
VWF die Thrombozyten mit den Kollagenfasern der subendothelialen Matrix (Wagner, 1990). 
Die sekundäre Hämostase beinhaltet eine enzymatische Kaskade, die zur Rekrutierung von 
Fibrinfäden führt (Baklaja, 2008). Der Thrombus wird durch die Fibrin-Fäden verstärkt 
(Baklaja, 2008). VWF wirkt in diesem Prozess als Kofaktor für den Blutgerinnungsfaktor VIII 
(FVIII) und schützt ihn vor Inhibierung durch Proteolyse (Wagner, 1990; Ruggeri, 1997; 
Ruggeri, 2007). Eine Störung der VWF-Synthese kann zum Krankheitsbild des „von 
Willebrand  Syndrom“ führen (Nichols et al., 2008). Hierbei handelt es sich um einen 
genetischen Defekt, der zu geringeren VWF-Konzentrationen im Blutplasma oder zu 
Mutationen innerhalb des vwf-Gens führt (Sadler und Rodeghiero, 2005). Die Symptome des 
„von Willebrand Syndroms“ reichen von einer verstärkten Blutungsneigung bis zu starken, 
schwer kontrollierbaren Blutungen, je nach Ausprägung des genetischen Defekts (Frederici 
et al., 2000). 
Ein weiterer Bestandteil der WPBs ist Interleukin-8 (IL-8) (Rondaij et al., 2006; Metcalf et al., 
2008). Das Protein hat ein Molekulargewicht von 8 kDa und gehört zur Familie der 
Chemokine (Baggiolini und Clark-Lewis, 1992). Nach der Sekretion in den Blutstrom ist IL-8 
hauptsächlich an der chemotaktischen Rekrutierung neutrophiler Granulozyten zum 
Infektionsherd beteiligt (Romani de Wit et al., 2003; Oynebraten et al., 2004). In seiner 
Funktion als chemotaktisches Zytokin fördert IL-8 auch die Migration von Endothelzellen in 
die Extrazelluläre Matrix (EZM) des infizierten Gewebes (Li et al., 2003). Eine septische 
bakterielle Infektion führt zu einem signifikanten Anstieg der IL-8-Konzentration im 
Blutplasma (Franz et al., 1999). Die Konzentration von IL-8 im Blutplasma wird daher in der 
Diagnose der bakteriellen Sepsis Erwachsener und Neugeborener eingesetzt (Franz et al., 
1999).  
Das Transmembranprotein P-Selektin wird am TGN mit VWF in WPBs eingelagert (McEver 
et al., 1989; Bonfanti et al., 1989; Harrison-Lavoie et al., 2006). Es besteht aus einer großen 
luminalen Domäne und einer kurzen cytoplasmatischen Domäne (Harrison-Lavoie et al., 




auf der Oberfläche von aktivierten Endothelzellen (Harrison-Lavoie et al., 2006). Darüber 
hinaus ist P-Selektin an der Rekrutierung von Leukozyten zum infizierten Gewebe beteiligt 
und trägt daher entscheidend zur Immunantwort während einer Infektion bei (Mayadas et al., 
1993; Cambien and Wagner, 2004).  
Weitere Komponenten der WPBs sind Endothelin-1 und das endothelin-converting enzyme. 
Diese Peptidhormone sind Vasokonstriktoren, die den Blutdruck regulieren und an der 
Kontrolle der vaskulären Tonizität beteiligt sind (Rondaij et al., 2006). Angiopoietin-2 ist ein 
angiogenetisches Peptid, das nach Aktivierung des Endothels durch WPB-Exozytose in den 
Blutstrom sekretiert wird (Davis et al., 2010). Es aktiviert Endothelzellen und erhöht die 
Entzündungsreaktion und die Permeabilität des Endothels (Davis et al., 2010).  
 
 
2.8 Ziele dieser Arbeit 
 
Eine Infektion mit Streptococcus pneumoniae kann schwere invasive Erkrankungen, wie 
Lobärpneumonie, Sepsis oder Meningitis verursachen. Die Transmigration der 
Pneumokokken durch die Luft-Blut-Schranke in der Lunge führt zur Dissemination im 
vaskulären System. Die an den Transmigrationsprozessen beteiligten zellulären Faktoren 
sowie die zugrunde liegenden Pathogenitätsmechanismen der Pneumokokken, wurden 
bislang kaum untersucht. Die Aufklärung der Mechanismen, die zu einer invasiven 
Ausbreitung der Pneumokokken im Blutsystem führen, ermöglicht die Entwicklung neuer 
therapeutischer Strategien zur Bekämpfung von invasiven Pneumokokkeninfektionen.  
Das mikrovaskuläre Lungenendothel stellt einen Hauptbestandteil der Luft-Blut-Schranke 
dar. Das vorrangige Ziel der vorliegenden Arbeit war daher die Charakterisierung der 
Interaktion von Pneumokokken mit humanen, mikrovaskulären Lungenendothelzellen 
(HPMEC). Zur Bearbeitung dieser wissenschaftlichen Fragestellung sollte zunächst eine 
nähere Charakterisierung der pulmonalen vaskulären Endothelzellen durchgeführt werden. 
Da Endothelzellen in Zellkultursystemen mit immortalisiserten Zellen oft viele ihrer 
physiologischen Eigenschaften verlieren, sollten primäre Zellen verwendet werden. In 
Expressionstudien von speziellen Differenzierungsmarkern und Oberflächenproteinen sollte 
das Differenzierungsprofil von HPMEC mit dem von humanen Endothelzellen der 
Nabelschnurvene (HUVEC), einem vielfach verwendetem Endothel-Modell, verglichen 
werden. Des Weiteren sollte unter Verwendung verschiedener in-vitro-Infektionsmethoden 




werden. Das Zytotoxin Pneumolysin ist ein wichtiger Virulenzfaktor von Pneumokokken. Zur 
Untersuchung der Funktion des Pneumolysins in der Endothelinfektion sollte eine 
Pneumolysin-defiziente Mutante im Vergleich zu einem Pneumokokken-Wildtypstamm in 
verschiedenen in-vitro-Infektionsversuchen verwendet werden. 
Die Aktivierung von Endothelzellen wird als ein wichtiger Bestandteil zur Stimulierung der 
wirtseigenen Immunabwehr diskutiert. Als ein weiteres Ziel dieser Arbeit sollte daher die 
Auswirkung untersucht werden, die eine Infektion von Endothelzellen durch Pneumokokken 
in Hinblick auf die Funktion der Endothelbarriere im vaskulären System hat. Neben der 
Analyse von Änderungen der Genexpression unter Verwendung eines humanen 
Genomchips im Microarray-Verfahren sollten durch Immunfluoreszenzanalysen 
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3. Material & Methoden 
 
 
3.1 Materialien und Chemikalien 
 
3.1.1. Verwendete Bakterienstämme 
 
Tabelle 1: Verwendete Streptococcus pneumoniae-Stämme 
Bakterienstamm Serotyp Charakteristika Herkunft/Referenz 
S. p. 35A 35A NCTC10319, schwach bekapselter 
Laborstamm 
Pracht et al., 2005 
S. p. 35A ∆ply 35A Mutante von st35A, schwach 




Elm et al., 2004 
S. p. D39  2 bekapseltes Isolat Hammerschmidt et 
al., 2005 
S. p. D39 ∆ply 2 Mutante von D39, bekapselt, 











S. p. D39 ∆ply, ∆cps 2 Doppelmutante von D39, Deletion 











Tabelle 2: Weitere Bakterienstämme  
Bakterienstamm Herkunft 
Echerischia coli DH5α Stammsammlung der Abt. Medizinische Mikrobiologie, HZI 
Braunschweig 
Pseudomonas aeruginosa PA1 Rolf Kramer, Abt. Vakzinologie, HZI Braunschweig 
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Neisseria meningitidis N4 Oliver Kurzai, Institut für Hygiene und Mikrobiologie, 
Universität Würzburg 
Staphylococcus aureus st3 Stammsammlung der Abt. Infektionsimmunologie, HZI 
Braunschweig 
Streptococcus canis G361 Stammsammlung der Abt. Medizinische Mikrobiologie, HZI 
Braunschweig 




3.1.2 Kulturmedien für Streptococcus pneumoniae 
 
Blutagarplatten (Becton Dickinson, USA) 
THY-Medium (mit 1 % Hefe):  30,0 g/l Todd-Hewitt-Broth (Roth, Deutschland) 
     1,0 % (w/v) Hefeextrakt (Becton Dickinson, USA)  
auf 1 l mit dH2O auffüllen 
Das THY-Medium wurde vor Gebrauch 20 min bei 121 °C autoklaviert.  
 
 
3.1.3 Kulturmedien für Escherichia coli 
 
LB-Medium:    10,0 g Trypton (Becton Dickinson, USA) 
        5,0 g Hefeextrakt (Becton Dickinson, USA) 
     10,0 g NaCl (Roth, Deutschland) 
auf 1 l mit dH2O auffüllen 
Zur Nutzung als Festmedium wurde vor dem Autoklavieren 16,0 g/1 l Agar-Agar (Roth, 
Deutschland) zugefügt. Das LB-Medium wurde vor Gebrauch 20 min bei 121 °C autoklaviert.  
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3.1.4 Kulturmedien für weitere Bakterienstämme 
 
Blutagarplatten (Becton Dickinson) 
THY-Medium (mit 0,5 % Hefe):  30,0 g/l Todd-Hewitt-Broth (Roth, Deutschland) 
        0,5 % (w/v) Hefeextrakt (Becton Dickinson, USA)  
auf 1 l mit dH2O auffüllen 
Zur Nutzung als Festmedium wurde vor dem Autoklavieren 16,0 g Agar-Agar (Roth, 




3.1.5 Eukaryotische Zellen und Zellkulturmedien 
 
Tabelle 3: Verwendete Endothelzellen 





Humane, mikrovaskuläre Lungenendothelzellen, 
vWF-positiv, CD31- positiv, Dil-Ac-LDL (Dil-
markiertes, acetyliertes Low-Density-Lipoprotein)-









Humane Endothelzellen der Nabelschnurvene 
(makrovaskulär), vWF- positiv, CD31-positiv, Dil-
Ac-LDL (Dil-markiertes, acetyliertes Low-Density-
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Tabelle 4: Zellkulturmedien für Endothelzellen 
Endothelzellen/ 
Anwendung 
Verwendetes Medium/Zusätze Herkunft 
HPMEC 
Kultivierung 
Endothelial Cell Growth Medium MV (ECGM MV 
= Endothelial Cell Basal Medium MV + 












Endothelial Cell Growth Medium 2 (ECGM 2 =  
Endothelial Cell Basal Medium 2 + supplement 












3.1.6 Verwendete Antikörper und Antiseren 
 
Tabelle 5: Zusammenstellung der ungekoppelten Antikörper und Antiseren 
Antikörper/Serum Herkunft 
Kaninchen anti-S. pneumoniae Serum (generiert 
gegen hitze-inaktivierte Pneumokokken, Protein A 
aufgereinigt, siehe 3.4.7) 
Pineda, Deutschland 
Maus anti-Von Willebrand  Faktor IgG sc-73268, Santa Cruz, USA 
Maus anti-Pecam-1 (CD 31) IgG sc-13537, Santa Cruz, USA 
Kaninchen anti-PAF-R IgG sc-20732, Santa Cruz, USA 
Kaninchen anti-LYVE-1 IgG sc-28190, Santa Cruz, USA 
Maus anti-uPAR IgG sc-13522, Santa Cruz, USA 
Maus anti-β1-Integrin IgG MAB2253, Millipore, USA 
Maus anti-β3-Integrin IgG MAB2023Z, Millipore, USA 
Maus anti-αVβ3-Integrin IgG MAB1976Z, Millipore, USA 
Maus anti-α2-Integrin IgG AB1936, Millipore, USA 
Kaninchen anti-Fibrinogen IgG Dr. S. R. Talay, HZI Braunschweig 
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Tabelle 6: Zusammenstellung der konjugierten Antikörper und Reagenzien 
Antikörper/Serum Herkunft 
Ziege anti-vWF-IgG Peroxidase-konjugiert GAVWF-HRP, Affinity Biologicals, USA 
(Vertrieb Hämochrom Diagnostika, 
Deutschland) 
Ziege anti-Kaninchen IgG Alexa Fluor® 488-
konjugiert 
A11008, Invitrogen, USA 
Ziege anti-Kaninchen IgG Alexa Fluor® 568-
konjuguiert 
A11011, Invitrogen, USA 
Ziege anti-Maus IgG Alexa Fluor® 488-konjugiert A11001, Invitrogen, USA 
Phalloidin Alexa Fluor® 488-konjugiert A12379, Invitrogen, USA 
Phalloidin Alexa Fluor® 488-kongugiert A12380, Invitrogen, USA 
 
 
3.1.7 Verwendete Kits 
 
Tabelle 7: Auflistung der Kits 
Name des Kits Herkunft 
OptEIA™ Human IL-8 ELISA Set Becton Dickinson, USA 
Cyto Tox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay Promega, USA 
RNeasy® Mini Kit QIAGEN, Deutschland 
TECHNOZYM® vWF:Ag Calibrator Set Technoclone, Österreich (Vertrieb 
Hämochrom Diagnostika, Deutschland) 
 
 
3.1.8 Reagenzien und Puffer (sofern nicht in Methoden beschrieben) 
 
Tabelle 8: Verwendete Reagenzien für Zellinkubationsversuche 
Reagenz Herkunft 
Thrombin Calbiochem, Deutschland 
Histamin Sigma-Aldrich, USA 
Pneumolysin Prof. T. J. Mitchell, Biomedical 
Research Centre, Glasgow, UK 
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Lipopolysaccharide (LPS) von Salmonella typhimurium Sigma-Aldrich, USA 
Lipoteichonsäuren (LTA) von Staphylococcus aureus Sigma-Aldrich, USA 
 
 
Tabelle 9: Verwendete Antibiotika 
Antibiotikum Verwendete Endkonzentration  Herkunft 
Erythromycin 12,5 µg/ml (zur S. pneumoniae-
Kultivierung) 
Sigma-Aldrich, USA 
Kanamycin 50,0 µg/ml (zur S. pneumoniae-
Kultivierung) 
Roth, Deutschland 
Penicillin G 10 µg/ml (für Plattierungsversuche) Sigma-Aldrich, USA 
Gentamycin 100 µg/ml (für Plattierungsversuche) Sigma-Aldrich, USA 
 
 
Phosphatpuffer (PBS):   0,2 g KCl 
8,0 g NaCl  
0,2 g KH2PO4 
1,43 g Na2HPO4 
auf 1 l mit dH2O auffüllen 
pH 7,4  
Das PBS wurde vor Gebrauch 20 min bei 121 °C autoklaviert.   
 
 
3.2 Mikrobiologische Methoden 
 
3.2.1 Kultivierung von Streptococcus pneumoniae 
 
S. pneumoniae Stämme wurden ausgehend von Glycerolkonserven, unter Verwendung der 
entsprechenden Antibiotika, auf Blutagarplatten (Becton Dickinson) angeimpft und bei 37 °C 
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und 5 % CO2 in einem Begasungsinkubator (Thermo Scientific) für 6 Std. inkubiert. Nach der 
Kultivierung wurde mit einer Impföse etwas Bakterienmaterial abgenommen und damit eine 
weitere Blutagarplatte beimpft und diese bei 37 °C und 5 % CO2 in einem 
Begasungsinkubator (Thermo Scientific) über Nacht inkubiert. Die Anzucht der 
Pneumokokken in Flüssigkultur erfolgte in Todd-Hewitt Broth (Roth, Deutschland) mit 1 % 
Hefeextrakt (THY) und 10 % fötalem Kälberserum (FCS). Die Bestimmung der 
Bakteriendichte der Flüssigkulturen erfolgte photometrisch durch Messung der optischen 
Dichte bei 600 nm. Die Flüssigkulturen wurden mit einer Start-OD600 von 0,1 angeimpft und 
im Wasserbad bei 37 °C, bis zum Erreichen einer OD600 von 0,35 inkubiert.  
 
 
3.2.2 Konservierung von Streptococcus pneumoniae 
 
Zur längerfristigen Lagerung von Streptococcus pneumoniae wurden Kulturen in 25 % (v/v) 
Glycerin in THY resuspendiert. Hierfür wurden die Pneumokokkenstämme auf 
Blutagarplatten kultiviert, mit einem Wattestab abgenommen, in 1 ml 25 % Glycerin in THY in 
Einfrierröhrchen resuspendiert und bei -80 °C gelagert.  
 
 
3.2.3 Kultivierung von anderen Bakterienstämmen 
 
Zur Untersuchung der VWF-Freisetzung aus HPMEC durch verschiedene Bakterienstämme, 
wurden Echerischia coli DH5α, Pseudomonas aeruginosa PA1, Neisseria meningitidis N4, 
Staphylococcus aureus st3, Streptococcus canis G361 und Streptococcus pyogenes S33 
verwendet. Escherichia coli DH5α wurde aus einer Glycerolkonserve auf LB-Agar angeimpft 
und bei 37 °C in einem Inkubator (Thermo Scientific) über Nacht inkubiert. Die Kultivierung 
von Escherichia coli DH5α in Flüssigkultur erfolgte in LB-Medium. Pseudomonas aeruginosa 
PA1, Streptococcus canis G361 und Streptococcus pyogenes S33 wurden über Nacht auf 
THY (0,5 % Hefeextrakt)-Agar kultiviert, während Neisseria meningitidis N4 und 
Staphylococcus aureus st3 auf Blutagarplatten kultiviert wurden. Zur Erstellung von 
Flüssigkulturen wurden die Bakterien mit einem Wattestab von der Agarplatte abgenommen 
und in einer OD600 von 0,35 in THY (0,5 % Hefeextrakt) mit 10 % fötalem Kälberserum (FCS) 
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resuspendiert. Die Bestimmung der Bakteriendichte in Flüssigkulturen erfolgte photometrisch 
durch Messung der optischen Dichte bei 600 nm.  
 
 
3.2.4 Hitzeinaktivierung von Pneumokokken 
 
Zur Hitzeinaktivierung von Pneumokokken wurden diese zunächst wie unter 3.2.1 
Kultivierung von Streptococcus pneumoniae beschrieben, bis zum Erreichen einer OD600 von 
0,35 kultiviert. Die Kulturen wurden anschließend zentrifugiert (10 min, 3000 x g, Heraeus 
Biofuge 15R), die Sedimente mit 10 ml PBS gewaschen und nach erneuter Zentrifugation in 
1 ml PBS resuspendiert. Ausgehend von dieser Suspension wurden die Pneumokokken 
photometrisch auf eine Konzentration von 1 x 109 Pneumokokken/ml in PBS eingestellt. 
Diese Bakterien wurden im Anschluss für 5 min bei 65 °C inkubiert. Diese kurze 





3.3.1 Kultivierung von primären Endothelzellen 
 
Die Kultivierung der primären Endothelzellen erfolgte in einem Begasungsinkubator (Thermo 
Scientific) bei 37 °C und 5 % CO2. Die Zellkulturarbeiten wurden an einer sterilen Werkbank 
durchgeführt. Vor dem Gebrauch wurden die Materialien sterilisiert und die Medien auf RT 
vorgewärmt. Das Wachstum und die Morphologie der Zellen wurden am Mikroskop (Axiovert 
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3.3.2 Subkultivierung von primären Endothelzellen 
 
HPMEC und HUVEC wurden von Promocell direkt nach der Isolation und Aufreinigung 
kryokonserviert (2. Passage) oder bereits proliferiert (3. Passage) geliefert. Die Zellen 
wurden in Zellkulturschalen (Durchmesser 10 cm, TPP) in zellspezifischem Medium (siehe 
3.1.4) kultiviert. Das Medium wurde in Abständen von 2-3 Tagen gewechselt. Bei Erreichen 
einer subkonfluenten Zellschicht wurden die Zellen subkultiviert.  
Zur Subkultivierung wurden HPMEC zunächst mit 5 ml HepesBSS (Promocell, Deutschland) 
gewaschen, um Medienreste und tote Zellen zu entfernen. Anschließend wurden die Zellen 
für maximal 5 min mit 3 ml Trypsin/EDTA 2 (EDTA= Ethylendiamintetraacetat) (Promocell, 
Deutschland) inkubiert, bis sich die Mehrzahl der Zellen abgerundet hatte. Dann wurden 7 ml 
Medium zugegeben, um die Trypsinwirkung zu neutralisieren. Anschließend werden die 
Zellen mit einer Pipette von der Zellkulturschale gespült, bei 900 x g für 10 min zentrifugiert 
(Hereus Megafuge 1.0) und in 3 ml Medium resuspendiert. Zur weiteren Kultivierung wurden 
4 x 105 Zellen in 10 cm- Zellkulturschalen in Zellkulturmedium ausgesät 
(Zellzahlbestimmung, siehe 3.3.5). Zur Kultivierung in 6 cm-Zellkulturschalen wurden 2 x 105 
Zellen in Zellkulturmedium ausgesät. Die Subkultivierung der HPMEC erfolgte bis zum 
Erreichen der sechsten Passage.  
HUVEC wurden zur Subkultivierung mit 5 ml Hepes BSS (Promocell) gewaschen und 
anschließend mit 3 ml Trypsin/EDTA (Promocell, Deutschland) für maximal 5 min inkubiert. 
Die Proteolyse des Trypsins wurde durch Zugabe von 7 ml Medium inhibiert und die Zellen 
von der Zellkulturschale gespült. Nach Zentrifugation der Zellsuspension bei 900 x g für 
10 min (Hereus Megafuge 1.0) wurden die HUVEC in 4,0 ml Medium aufgenommen. Zur 
weiteren Kultivierung wurden 4 x 105 Zellen in 10 cm-Zellkulturschalen mit Medium ausgesät 
(Zellzahlbestimmung, siehe 3.3.5). Die Subkultivierung der HUVEC erfolgte bis zum 
Erreichen der achten Passage.  
 
 
3.3.3 Kryokonservierung von primären Endothelzellen 
 
Durch Lagerung in flüssigem Stickstoff werden eukaryotische Zellen langfristig konserviert. 
Zur Vorbereitung der Kryokonservierung wurde die nahezu konfluente Zellschicht der 
HPMEC mit Trypsin/EDTA 2 abgelöst (siehe 3.3.2.) und nach Zentrifugation in 900 µl 
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Medium mit 20 % FCS aufgenommen. Die Zellsuspension wurde in Konservierungsröhrchen 
mit Dimethylsulfoxid (DMSO, Endkonzentration 10 %) vereinigt und für 24 Std. bei -80 °C in 
einem mit Isopropanol gefülltem Behälter eingefroren (Nalgene™ Cryo 1 °C Freezing 
Container). Der Behälter verhindert die Bildung von zellschädigenden Eiskristallen durch die 
kontrollierte Abkühlung von 1 °C/min. Die Menge einer konfluent bewachsenen 
Zellkulturschale mit HUVEC wurde auf zwei Einfrierröhrchen mit je 900 µl Zellkulturmedium 
mit 20 % FCS aufgeteilt, mit 10 % DMSO versetzt und ebenfalls bei -80 °C in einem mit 
Isopropanol gefülltem Behälter eingefroren. Nach 24 Std. wurden die 
Konservierungsröhrchen mit den Zellen in flüssigem Stickstoff eingelagert.  
 
 
3.3.4 Auftauen von eukaryotischen Zellen 
 
Zur Kultivierung wurden die im flüssigen Stickstoff gelagerten Zellen im 
Konservierungsröhrchen im Wasserbad bei 37 °C fast vollständig aufgetaut. Um die zell-
schädigende Wirkung des DMSO zu mindern, wurden die Zellen zügig mit 1 ml 
vorgewärmtem Zellkulturmedium versetzt und die Suspension vorsichtig in eine 
Zellkulturschale (TPP, Deutschland) mit vorgewärmtem Zellkulturmedium überführt und bei 
37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Nach Anheften der Zellen auf dem Boden der Zellkulturschale, 
wurde ein Medienwechsel durchgeführt. 
 
 
3.3.5 Bestimmung der Zellzahl 
 
Die Kultivierung von primären Endothelzellen erfordert die Aussaat von definierten 
Zellzahlen. Die Endothelzellen wurden wie in 3.3.2 beschrieben vom Boden der 
Zellkulturschale gelöst, die Zellsuspension zur Entfernung des Trypsins/EDTA 2 zentrifugiert 
und das Zellsediment mit Medium resuspendiert. Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 20 µl 
der Zellsuspension in eine Neubauer-Zählkammer gegeben. Mit Hilfe eines Lichtmikroskops 
(ID03, Zeiss) wurden die Zellen von vier Großquadraten gezählt, der Mittelwert errechnet 
und unter Berücksichtigung des Volumens der Zellkammer wurde die Zellzahl/ml Suspension 
bestimmt. 
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3.4 Methoden zur Infektion von Endothelzellen mit Pneumokokken 
 
3.4.1 Aussaat der Endothelzellen für Standardinfektionen 
 
Für Infektions- oder Inkubationsversuche wurde die Zellzahl der abtrypsinisierten Zellen 
bestimmt (siehe 3.3.5) und die Zellen anschließend in 4-well oder 24-well-Platten (TPP, 
Deutschland) ausgesät. Für spätere Immunfluoreszenz-Färbungen oder 
elektronenmikroskopische Untersuchungen wurden die Endothelzellen auf Deckgläschen 
(Durchmesser 12 mm) ausgesät. HPMEC wurden in einer Konzentration von 3 x 104 Zellen 
in 500 µl Zellkulturmedium pro well ausgesät und für 72 Std. bis zum Erreichen der 
Konfluenz kultiviert. HUVEC wurden mit einer Konzentration von 2 x 104 Zellen in 500 µl 
Zellkulturmedium pro well ausgesät und für 48 Std. bis zum Erreichen einer konfluenten 
Zellschicht kultiviert. Die Konfluenz der Zellschicht wurde durch Messung des elektrischen 
Widerstandes und der Kapazität mit dem cellZscope® (Nanoanalytics) bestimmt. 
 
 
3.4.2 Durchführung der Zellkulturinfektion 
 
Zur Vorbereitung von Infektionsversuchen wurden die Pneumokokkenstämme der 
Blutagarplatte in Flüssigkulturen angeimpft. Die Anzucht erfolgte mit einer Start-OD600 von 
0,1 in Todd-Hewitt Broth (Roth) mit 1 % Hefeextrakt (THY) und 10 % fötalem Kälberserum. 
Die Flüssigkulturen wurden im Wasserbad bei 37 °C bis zu  einer OD600 von 0,3-0,4 
inkubiert. Anschließend wurden die Kulturen zentrifugiert (10 min, 3000 x g, Heraeus Biofuge 
15R), die Sedimente mit 10,0 ml PBS gewaschen und nach erneuter Zentrifugation in 1 ml 
PBS resuspendiert. Ausgehend von dieser Suspension wurden die Pneumokokken 
photometrisch auf 1 x 108 Pneumokokken/ml in antibiotikafreiem Endothelial Cell Basal 
Medium MV (Promocell, Deutschland) mit 2 % fötalem Kälberserum, eingestellt. Zur 
Kontrolle der eingestellten Bakterienmenge wurde das Inokulum in einer Verdünnungsreihe 
bis 100 Bakterien/ml auf Blutagar ausplattiert und bei 37 °C im Begasungsinkubator (Thermo 
Scientific) kultiviert.  
Vor der Infektion wurden die Endothelzellen dreimal mit 37 °C-warmen, antibiotikafreiem 
Infektionsmedium (siehe 3.1.5) gewaschen und mit den vorbereiteten Pneumokokken in der 
entsprechenden MOI (multiplicity of infection) infiziert. Die Inkubation der infizierten 
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3.4.3 Durchführung der Plattierungsanalysen 
 
Nach 3,0 Std. Inkubationszeit der Zellen mit Pneumokokken wurden nicht adhärente 
Pneumokokken durch dreimaliges Waschen der Zellen mit Infektionsmedium entfernt und die 
Infektion weitere 1,5 Std. inkubiert, um eine weitere Internalisierung der adhärenten 
Pneumokokken in die Zellen zu ermöglichen. Nach Ablauf der Infektionszeit wurden die 
infizierten Zellen erneut dreimal mit Infektionsmedium gewaschen. Zur Plattierung wurden 
die infizierten Zellen für 10 min bei 37 °C mit 300 µl Saponin-Lösung inkubiert und 
anschließend in einer Verdünnungsreihe von 100 bis 10-5 auf Blutagar plattiert. Saponin ist 
ein mildes Detergenz, das Cholesterol aus Plasmamembranen verdrängt. Bei Verwendung 
von geringen Saponin-Konzentrationen wird die Zelle permeabilisiert, aber die zell-
assoziierten Bakterien bleiben intakt.  
Zur Quantifizierung der internalisierten Pneumokokken wurden die infizierten Zellen mit 1 ml 
Infektionsmedium mit 10 µg/ml Penicillin G und 100 µg/ml Gentamycinlösung/well inkubiert. 
Die Antibiotika lysieren die adhärenten Pneumokokken, während die internalisierten 
Pneumokokken in den Zellen vital bleiben. Nach 1,0  Std. Inkubationszeit mit Antibiotika-
haltigem Medium wurden die Zellen 10 min bei 37 °C mit 300 µl Saponin-Lösung inkubiert 
und anschließend in einer Verdünnung von 100 bis 10-2 auf Blutagar plattiert. Die 
Blutagarplatten wurden über Nacht bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert und die gewachsenen 
Kolonien wurden am nächsten Tag ausgezählt.  
 
Saponin-Lösung:   1 % Saponin in Infektionsmedium 
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3.4.4 Weiterführende Analysen nach Zellkulturinfektion 
 
Im Anschluss an die Zellkulturinfektion erfolgte die Vorbereitung der Zellen für die 
Immunfluoreszenzmikroskopie. Dazu wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und die 
Deckgläschen in den Wells mit 1 ml Fixierungspuffer fixiert. Zur Immunfluoreszenzfärbung 
von VWF wurden die Zellen für 20 min bei 4 °C fixiert. Bei anderen Färbungen erfolgte die 
Fixierung bei 4 °C bis zur Weiterverarbeitung.  
Fixierungspuffer IF:   1 % Paraformaldehyd in PBS 
     Sterilfiltriert 
 
Zur Vorbereitung weiterführender Proteindetektion wurden die Zellkulturüberstände der 
infizierten Zellen direkt zur Detektion in ELISA-Analysen verwendet oder in sterilen 
Eppendorf-Reaktionsgefäßen bei -80 °C eingefroren.  
 
 
3.5 Immunfluoreszenzfärbung (IF) und Mikroskopie 
 
3.5.1 Differentielle, indirekte Immunfluoreszenzfärbung von Pneumokokken 
 
Zur mikroskopischen Visualisierung wurden die adhärenten und internalisierten 
Pneumokokken mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Die differentielle Immunfluores-
zenzfärbung ermöglicht eine Unterscheidung von extrazellulären und intrazellulären 
Pneumokokken. Für die Immunfluoreszenzfärbung wurden die Deckgläschen mit den 
infizierten und fixierten HPMEC aus den wells der Zellkulturplatte entnommen, dreimal in 
PBS gewaschen und in einer feuchten Kammer mit den jeweiligen Antikörpern für jeweils 
20 min unter Lichtausschluss inkubiert. Um eine unspezifische Bindung der Antikörper zu 
vermeiden wurden die fixierten Zellen zunächst für 15 min mit 50 µl Absättigungspuffer 
inkubiert. Extrazelluläre Pneumokokken wurden durch Inkubation mit 50 µg/ml Kaninchen 
anti-Pneumokokken IgG für 20 min bei RT markiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS 
erfolgte die Inkubation mit 10 µg/ml Ziege anti-Kaninchen IgG Alexa Fluor® 488-konjugiert 
(siehe Abb. 5 B). Nach weiterem dreimaligem Waschen wurden die Zellen durch 5-minütige 
Inkubation mit 0,1 % Triton-X-100 permeabilisiert. Die Markierung der intrazellulären 
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Pneumokokken, die durch die Permeabilisierung für Antikörper zugänglich waren, erfolgte 
durch Inkubation der Zellen mit 50 µg/ml Kaninchen anti-Pneumokokken IgG für 20 min bei 
RT, gefolgt von der Inkubation mit 6,7 µg/ml Ziege anti-Kaninchen IgG Alexa Fluor® 568-
konjugiert für 20 min bei RT (siehe Abb. 5 C).  
Absättigungspuffer:    10 % fötales Kälberserum in PBS 
 
 
3.5.2 Direkte Fluoreszenzfärbung von F-Aktin 
 
Zur Fluoreszenzmarkierung der Aktin-Fasern der HPMEC-Zellen wurden die Deckgläschen 
mit 4 U/ml Alexa Fluor® 488-Phalloidin oder 4 U/ml Alexa Fluor® 568-Phalloidin für 20 min 
bei RT inkubiert (siehe Abb. 5 D). Das Toxin Phalloidin des Knollenblätterpilzes lagert sich 
an F-Aktin und verhindert dadurch eine Depolymerisation der Aktin-Faser. 
 
 
Abbildung 5: Modell der Immunfluoreszenzfärbung von Pneumokokken und Aktin. A) 
HPMEC mit extrazellulären und intrazellulären Pneumokokken B) Färbung der 
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extrazellulären, adhärenten Pneumokokken mit Kaninchen anti-Pneumokokken IgG und 
Ziege Anti-Kaninchen IgG Alexa Fluor® 488-konjugiert (grün) C) Permeabilisierung der 
HPMEC mit Triton-X 100 und Färbung der intrazellulären und extrazellulären Pneumokokken 
mit Kaninchen anti-Pneumokokken IgG und Ziege Anti-Kaninchen IgG Alexa Fluor® 568-




3.5.3 Indirekte Fluoreszenzfärbung von Weibel-Palade bodies 
 
Die Visualisierung der WPBs erfolgte durch Detektion von VWF, dem Speicherprotein von 
WPBs. Zur Färbung des VWF wurden die Endothelzellen auf den Deckgläschen für 
1 min 45 sec in eiskaltem Methanol-Aceton inkubiert, gewaschen und anschließend mit 
3,3 µg/ml Maus anti-Von Willebrand  Faktor IgG für 20 min bei RT inkubiert. Organische 
Substanzen, wie Alkohole oder Aceton, entfernen Lipide und präzipitieren die Proteine der 
Zelle durch Dehydration. Die Fluoreszenzmarkierung des VWF erfolgte durch 20-minütige 
Inkubation mit Ziege anti-Maus IgG Alexa Fluor® 488-konjugiert.  
Nach den Inkubationen zur Färbung der verschiedenen Zellkomponenten wurden die 
Deckgläschen mit den infizierten Zellen zur Langzeitaufbewahrung und mikroskopischen 
Analyse dreimal gewaschen und in 3 µl ProLong® Gold antifade reagent eingebettet, mit 
Nagellack versiegelt und bei 4 °C dunkel gelagert. 
 
 
3.5.4 Fluoreszenzmikroskopische Auswertung 
 
Zur Visualisierung von adhärenten und internalisierten Pneumokokken wurde eine 
differentielle Immunfluoreszenzfärbung durchgeführt (siehe 3.5.1) und die 
Infektionsexperimente am Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. Die Fluoreszenzmikroskopie 
basiert auf der Anregung von Fluoreszenzfarbstoffen (Fluorochrome), die an Antikörper oder 
andere Proteine gekoppelt sind, mit Licht einer bestimmten Wellenlänge. Dadurch 
fluoreszieren die Fluorochrome, d. h. sie emitieren Licht einer größeren Wellenlänge als der 
Anregungswellenlänge (Madigan, 2003). Die Anregung der Fluorochrome erfolgt mit einer 
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Quecksilber-Dampflampe. Im Mikroskop lenken mehrere Filter und Spiegel das 
Fluoreszenzlicht zum Objektiv oder einer Kamera. Durch die Überlagerung der 
Sekundärantikörper erscheinen adhärente Pneumokokken (Alexa Fluor 488/568-markiert) 
gelb und internalisierte Pneumokokken (Alexa Fluor 568-markiert) rot. Das VWF-Protein 
wurde mit Alexa Fluor-488-konjugierten Antikörpern markiert und erscheint grün, während F-
Aktin entweder mit Alexa Fluor-488 oder Alexa Fluor-568 markiert wurde und grün oder rot 
erscheint. Die Auszählung der Pneumokokkenadhärenz und -internalisierung erfolgte mit 
einem Fluoreszenzmikroskop (Axiophot HBO 50, Zeiss). Zur optischen Visualisierung 
wurden die Objektive Plan-Neofluar 40 x 1,3 oil, Plan-Neofluar 63 x 1,25 oil und Plan-
Neofluar 100 x 1,3 oil von Zeiss eingesetzt. Zur Bestimmung der Adhärenz und 
Internalisierung der Pneumokokken wurden mindestens 30 Zellen pro Deckgläschen aus 
mindestens drei unabhängigen Experimenten ausgezählt. Bei der Unterscheidung von WPB- 
positiven und WPB-negativen HPMEC wurden mindestens 200 Zellen ausgezählt. Zur 
Aufnahme der fluoreszenzmikroskopischen Abbildungen wurde das Fluoreszenzmikroskop 
Axio Observer Z1 (Zeiss), die Kamera AxioCamHRm (Zeiss) und die Software Axio Vision 
4.7 (Zeiss) verwendet. Die Abbildungen repräsentieren Z-Projektionen von mindestens 8 
Einzelbildern mit einer jeweiligen Distanz von 300 nm. Hierzu wurden das Ölobjektiv mit der 
Bezeichnung EC Plan Neofluar 40 x 1,3 Öl und das Wasserobjektiv mit der Bezeichnung LCI 
Plan Neofluar 63 x 1,3 Wasser verwendet. Die Z-Projektionen der Kanäle wurden mit 
Huygens®Essential 3.7 (Hilversum, Niederlande) von Dr. Andreas Nerlich (Zentrum für 
Infektionsmedizin, Institut für Mikrobiologie, Stiftung Tierärztliche Hochschule Hannover) 
dekonvolutiert. Diese Prozessierung ermöglicht einen mathematischen Ausschluss von 
Streusignalen, die außerhalb des Schärfebereichs liegen. Dazu wurden theoretical point 
spread functions und ein maximum likelihood-estimation Algorithmus angewendet. Die 
dekonvolutierten Z-Projektionen wurden mit Fiji/ImageJ (http://pacific.mpi-
cpi.de/wiki/index.php/Fiji) weiterbearbeitet, in Maximumintensitätsprojektionen umgewandelt 
und lineare Kontrast- und Helligkeitsanpassungen in den einzelnen Kanälen vorgenommen. 




3.5.5 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) 
 
Für die Visualisierung von WPBs in HPMEC wurde ein Transmissionselektronenmikroskop 
benutzt. HPMEC in Passage 3 wurden wie in 3.3.2 beschrieben in 6 cm-Zellkulturschalen  
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ausgesät und bei 37 °C und 5 % CO2 bis zur Konfluenz kultiviert. Für die Untersuchungen am 
Transmissionselektronenmikroskop wurden die HPMEC in 5 ml TEM-Fixierungspuffer für 
1,0 Std. bei 4 °C fixiert. Die weitere Aufbereitung der Proben wurde von Ina Schleicher (Abt. 
Medizinische Mikrobiologie, HZI Braunschweig) durchgeführt. Es erfolgte eine Ferrocyanid-
Osmium-Fixierung mit TCH, die Entwässerung der Proben in einem aufsteigenden Aceton-
Gradienten (10 %, 30 %, 50 %, 70 %, 90 %, 100 %), eine kritische Punkttrocknung in 
flüssigem CO2 und anschließend die Einbettung der Proben in Spurr-Harz (Spurr et al., 
1969). Nach Polymerisierung des Harzes wurden Dünnschnitte der Probe angefertigt und 
nach Nachkontrastierung am TEM untersucht. Die Untersuchungen und Aufnahmen am 
Transmissionselektronenmikroskop erfolgten durch Prof. Dr. Manfred Rohde (Abt. 
medizinische Mikrobiologie, HZI Braunschweig). 
 
Cacodylatpuffer:   100 mM Cacodylat 
      90 mM Saccharose 
      10 mM MgCl2 
      10 mM CaCl 
     in dH2O 
pH 6,9 
 
Fixierungspuffer TEM:   100 mM Cacodylatpuffer 
     2 % Glutaraldehyd 
     5 % Paraformaldehyd 
 
 
3.6 Infektionsanalysen im Zweikammer-Transwell-System 
 
Das Zweikammer-Transwell-System von Becton Dickinson Bioscience (USA) unterteilt das 
well einer 24-well-Zellkulturplatte in zwei Kammern, die durch eine semipermeable Membran 
(0,4 µm Porendurchmesser) getrennt sind. Ein Porendurchmesser von 0,4 µm verhindert die 
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Transmigration von Pneumokokken. Die Trennung von Zellen und Bakterien durch eine 
semipermeable Membran ermöglicht die Inkubation der Zellen mit sekretierten 
Pneumokokkenfaktoren. Die HPMEC wurden wie in 3.4.1 beschrieben auf dem Boden des 
Transwell-Systems ausgesät und bis zum Erreichen einer konfluenten Zellschicht kultiviert. 
Die Kultivierung und Vorbereitung der Pneumokokken erfolgte wie in 3.4.2 beschrieben. In 
die obere Kammer wurden 5 x 106 Pneumokokken gegeben und für 2,5 Std. inkubiert. Nach 
der Inkubationszeit wurde der Zellkulturüberstand der unteren Kammer abgenommen und für 
ELISA-Analysen (siehe 3.4.7) verwendet. Zur Kontrolle der Undurchlässigkeit der 
semipermeablen Membran wurden Teilmengen der unteren Kammer auf Blutagarplatten 
plattiert, diese bei 37 °C und 5 % CO2 in einem Begasungsinkubator (Thermo Scientific) 
kultiviert und die Blutagarplatten am nächsten Tag auf Bakterienwachstum untersucht.  
Das Zweikammer-Transwell-System mit einer semipermeablen Membran der Porengröße 
von 3,0 µm (Becton Dickinson Bioscience, USA) ermöglicht die Kultivierung einer 
polarisierten Endothelbarriere und erlaubt die endotheliale Transmigration von 
Pneumokokken. Um das Anheften der Zellen auf der semipermeablen Membran zu fördern 
wurde die Membran vor der Aussaat der Zellen mit 0,1 % Gelatine-Lösung bei 37 °C für 
1,0 Std. inkubiert und die Gelatine anschließend durch Inkubation mit 0,5 % Glutaraldehyd-
Lösung für 25 min bei RT quervernetzt. Für Infektionen der HPMEC von der apikalen Seite 
der polarisierten Zellschicht wurden 3 x 104 HPMEC je Transwell-Einsatz in die obere 
Kammer auf der Gelatine-Membran ausgesät und bis zum Erreichen einer konfluenten 
Zellschicht bei 37 °C und 5 % CO2 in einem Begasungsinkubator (Thermo Scientific) 
kultiviert. Für Infektionen der HPMEC von der basalen Seite der polarisierten Zellschicht 
wurden die HPMEC mit einer Konzentration von 3 x 104 Zellen/Transwell-Einsatz auf der 
Membranunterseite des Transwell-Einsatzes ausgesät und bei 37 °C und 5 % CO2 in einem 
Begasungsinkubator (Thermo Scientific) invers kultiviert. Nach Erreichen einer konfluenten 
HPMEC-Zellschicht wurden die Zellen wie in 3.4.3 beschrieben mit 5 x 106 Pneumokokken 
für 4,5 Std. infiziert. Nach der Inkubationszeit wurde der zelluläre Überstand der oberen bzw. 
unteren Kammer abgenommen und für ELISA-Analysen (siehe 3.4.7) verwendet.  
 
 
3.7 Messung der Konfluenz von Endothelschichten 
 
Die Morphologie und Konfluenz der HPMECs wurde in jedem Versuch mikroskopisch 
kontrolliert. Eine genauere Bestimmung der Zellkonfluenz erfolgte durch Messung des 
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elektrischen Widerstandes (TER) und der Kapazität (Ccl) mit dem cellZscope® 
(NanoAnalytics, Deutschland).  
 
 
Abbildung 6: Das cellZscope®. Das Foto des cellZscope® zeigt das Zell-Modul, den 
externen Controller und einen Computer mit der cellZscope®-Software. 
 
Das cellZscope® ist ein Gerät zur Messung von transepithelialen und transendothelialen 
Widerständen von Zellschichten unter physiologischen Bedingungen. Konfluente 
Zellschichten haben einen hohen elektrischen Widerstand und Zellschichten mit hoher 
Permeabilität weisen einen niedrigen elektrischen Widerstand auf (Anleitung des 
cellZscope®, NanoAnalytics, Deutschland). Auf Grund dessen ist der elektrische Widerstand 
ein geeigneter Parameter um die Permeabiliät von barriereformenden Zellschichten zu 
messen. Der elektrische Widerstand spiegelt außerdem die Ausbildung von Zell-Zell-
Kontakten wieder, die für die Ausbildung der Barrierefunktion einer Zellschicht verantwortlich 
sind (Anleitung des cellZscope®, NanoAnalytics, Deutschland). Die Expression von Mikrovilli 
und anderen Membrankomponenten wird durch die elektrische Kapazität einer Zellschicht 
verdeutlicht (Anleitung des cellZscope®, NanoAnalytics, Deutschland). Die Analyse der 
Barrierefunktion von Zellschichten erfolgt durch die Messung des elektrischen Widerstandes 
und wird durch die Messung der elektrischen Kapazität ergänzt. Die Messung erfolgt 
transendothelial über zwei Elektroden, über und unter der Zellschicht. Die erhaltenden Daten 
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der Messung werden basierend auf einem Algorithmus des Systems evaluiert (Anleitung des 
cellZscope®, NanoAnalytics, Deutschland).  
Das cellZcope® besteht aus zwei Einheiten: dem Zell-Modul und dem externen Controller. 
Darüber hinaus ist zur Datenevaluierung ein Computer mit der cellZscope®-Software 
notwendig. Zur Messung des elektrischen Widerstandes und der elektrischen Kapazität 
wurden Transwell-Einsätze des Zweikammer-Transwell-Systems (Porengröße von 3,0 µm, 
Becton Dickinson, USA) in die Vertiefungen des Zell-Moduls eingesetzt und die 
Endothelzellen wie in 3.4.6 beschrieben ausgesät. Das Zell-Modul wurde bei 37 °C und 5 % 
CO2 in einem Begasungsinkubator (Thermo Scientific) inkubiert und jede Stunde erfolgte 
eine Messung des elektrischen Widerstandes (TER) und der Kapazität (Ccl). Der Verlauf der 
Messung des elektrischen Widerstands und der Kapazität wurden als Kurvendiagramme 
dargestellt. Um die Zellschicht mit Nährstoffen zu versorgen wurde jeden 3. Tag ein 
Mediumwechsel durchgeführt. Bei Erreichen des höchsten Widerstandes in Verbindung mit 
niedrigster Kapazität wurde die absolute Konfluenz der Zellschicht erreicht (Anleitung des 
cellZscope®, NanoAnalytics, Deutschland). Als Kontrolle wurden Transwell-Einsätze mit 
quervernetzter Gelatine ohne Zellen verwendet. Die erhaltenen Messdaten wurden mit der 
cellZscope®-Software evaluiert und der elektrische Widerstand und die elektrische Kapazität 
als Kurvendiagramm dargestellt.  
 
 
3.8 Präparation von Pneumokokkenmembranproteinen 
 
Die Präparation von Pneumokokkenmembranproteinen wurde von Astrid Dröge (Abt. 
Medizinische Mikrobiologie, HZI Braunschweig) durchgeführt.  
Zur Isolierung der Membranproteine von S. pneumoniae st35A und S. pneumoniae 
st35A∆ply wurden beide Stämme in jeweils 400 ml THY mit 10 % fötalem Kälberserum bis zu 
einer OD600 von 0,6 kultiviert (siehe 3.2.1). Die Flüssigkulturen wurden zentrifugiert 
(4000 x g, 15 min, 4 °C, Thermo Scientific), mit 10 mM Tris-Puffer (pH 7,2) gewaschen und 
das Sediment in 10 mM Tris-Puffer (pH 8,0) mit 1 mM Proteaseinhibitor 
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) und 5000 U/ml Mutanolysin resuspendiert. Die 
Suspension wurde dreimal in einer FrenchPress-Zelle (Amicon) mechanisch lysiert und noch 
intakte Bakterien wurden durch zentrifugieren (10000 x g, 50 min, 4 °C, Thermo Scientific) 
entfernt. Die Überstände dieser Zentrifugation wurden bei 10000 x g für 60 min zentrifugiert. 
Das Sediment enthielt Pneumokokkenmembran- und Zellwandproteine. Die Proteine wurden 
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in 500 µl CHAPS ({3-[(3-cholamidopropyl)-dimethylammonio]-1-propansulfo-nat})-Puffer mit 
1 mM PMSF resuspendiert und zum Lösen der Membranproteine für 30 min mit dem 
zwitterionischen Detergenz schrittweise inkubiert (5 mM, 10 mM, 20 mM und 50 mM 
CHAPS). Die Suspensionen wurden zentrifugiert, die Überstände vereinigt und die 
erhaltenen Proteine bei 4 °C in PBS dialysiert. Zur Bestimmung der Proteinmenge wurde 
eine Bradford-Proteinbestimmung mit Bradford-Reagenz (Bio Rad) nach Protokoll des 
Herstellers durchgeführt.  
 
0,01 M Tris-Puffer:    0,01 M Tris in dH2O 
     pH 8,0 
CHAPS-Puffer:   150 mM KCl 
      10 mM EDTA 




3.9 Inkubation von HPMEC mit physiologischen Substanzen 
 
Verschiedene biologische Substanzen induzieren eine Freisetzung von WPB-Komponenten 
aus Endothelzellen (Vischer et al., 1997). Zur Untersuchung der WPB-Exozytose aus 
humanen Lungenendothelzellen nach Inkubation mit verschiedene biologischen Substanzen 
wurden HPMEC wie in 3.4.1 beschrieben kultiviert und mit 1 U/ml Thrombin, 1 mM Histamin, 
1 ng/ml und 3 ng/ml Pneumolysin, sowie 4 µg/ml Lipopolysaccharide (LPS) von Salmonella 
typhimurium und 4 µg/ml Lipoteichonsäuren von Staphylococcus aureus für 2,5 Std. 
inkubiert. Darüber hinaus wurde die induzierende Wirkung von 1 U/ml Thrombin, 1 mM 
Histamin und 3 ng/ml Pneumolysin im Zeitverlauf von 0,5 Std. bis 4,5 Std. untersucht. Zur 
Eingrenzung des bakteriellen Auslösers der WPB-Exozytose wurden 
Pneumokokkenmembranproteine von S. pneumoniae st35A und S. pneumoniae st35A∆ply 
präpariert (siehe 3.4.5) und jeweils 4 µg/ml für 2,5 Std. mit HPMEC inkubiert. Nach der 
Inkubation der Zellen mit den biologischen Substanzen und den 
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Pneumokokkenmembranproteinen wurden die Zellkulturüberstände abgenommen und zur 
Detektion von IL-8 und VWF in ELISA-Analysen verwendet. 
 
 
3.10 Infektion von HPMEC mit verschiedenen Bakterienstämmen 
 
Zur Untersuchung der VWF-Sekretion von HPMEC durch verschiedene Bakterien wurden 
HPMEC mit Echerischia coli DH5α, Pseudomonas aeruginosa PA1, Neisseria meningitidis 
N4 und Staphylococcus aureus st3, Streptococcus canis G361 und Streptococcus pyogenes 
S33 infiziert und VWF im Zellkulturüberstand bestimmt. Die Kultivierung der Bakterien 
erfolgte wie in 3.2.3 beschrieben. Die Bakterien wurden mit einem Wattestab von der 
Agarplatte abgenommen und in einer OD600 von 0,35 in THY (0,5 % Hefeextrakt) mit 10 % 
fötalem Kälberserum (FCS) resuspendiert. Die Kulturen wurden zentrifugiert, mit PBS 
gewaschen und in 1 ml PBS resuspendiert. Im Anschluss wurde jede Bakteriensuspension 
photometrisch auf 1 x 108 Bakterien/ml in antibiotikafreiem Endothelial Cell Basal Medium 
MV (Promocell, Deutschland) mit 2 % fötalem Kälberserum, eingestellt. Zur Kontrolle der 
eingestellten Bakterienmenge wurde das Inokulum jedes Bakterienstammes in einer 
Verdünnungsreihe auf 100 Bakterien verdünnt und auf Agarplatten ausplattiert. Die HPMEC 
wurden 1 Std. vor der Infektion mit 37 °C-warmen Endothelial Cell Basal Medium MV 
(Promocell, Deutschland) mit 2 % fötalem Kälberserum gewaschen. Anschließend wurden 
die HPMEC mit jeweils 1 x 107 Bakterien des Stammes Echerischia coli DH5α, 
Pseudomonas aeruginosa PA1, Neisseria meningitidis N4 und Staphylococcus aureus st3 
pro well infiziert. Die Infektion mit Streptococcus canis G361 und Streptococcus pyogenes 
S33 erfolgte mit 1 x 106 Bakterien pro well. Die infizierten HPMEC wurden bei 37 °C und 5 % 
CO2 in einem Begasungsinkubator (Thermo Scientific) für 2,5 Std. inkubiert. Zur 
Untersuchung der VWF-Freisetzung aus HPMEC wurde die VWF-Menge in den 
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3.11 Aufreinigung polyklonaler Antikörper 
 
Die Protein-A-Affinitätschromatographie zur Aufreinigung polyklonaler IgG aus dem Serum 
von Pneumokokken-infizierten Kaninchen wurde von Ina Schleicher (Abt. Medizinische 
Mikrobiologie, HZI Braunschweig) durchgeführt. 
Das Serum von Pneumokokken-infizierten Kaninchen (generiert von Fa. Pineda, 
Deutschland) enthielt polyklonale Antikörper gegen S. pneumoniae und wurde über eine mit 
Protein-A-gekoppelte Säule (Pharmacia) aufgereinigt. Protein A aus der Zellwand von 
Staphylococcus aureus bindet reversibel an die Fc-Domäne von IgG. Diese 
Bindungseigenschaft ermöglicht die Filterung polyklonaler IgG aus dem Serum. Der Verlauf 
der Beladung, Waschung und Elution der Säule wurden bei OD280 mit einem 
Durchflussphotometer (Pharmacia) kontrolliert. Die Antikörper wurden mit Elutionspuffer 
eluiert und in Fraktionen gesammelt, in denen Neutralisierungspuffer vorgelegt war. 
Fraktionen mit hoher Proteinmenge wurden vereinigt und bei -20 °C bis zur Verwendung 
gelagert.  
 
Elutionspuffer:  0,1 M Glycin in dH2O 
pH 3,0 




3.12 Biochemische Methoden 
 
3.12.1 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) zur Quantifizierung von 
VWF in Zellkulturüberständen 
 
Zur Bestimmung der VWF-Menge im Zellkulturüberstand von infizierten HPMEC wurde ein 
Enzym-gekoppelter Nachweistest (ELISA) durchgeführt. Zur Detektion von VWF wurden 
Maus anti-von Willebrand Faktor IgG und Peroxidase-konjugierte anti-VWF-IgG aus der 
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Ziege verwendet. Als Proteinstandard wurde das TECHNOZYM® vWF:Ag Calibrator Set 
(Technoclone, Österreich) verwendet. Zunächst wurden 5 µg/ml Maus anti-von Willebrand 
Faktor IgG in 0,05 M NaHCO3-Puffer über Nacht in 96-well-Patten (ELISA-Platte Microlon 
96w, Greiner Bio-one) immobilisiert. Nach der Immobilisierung wurden die wells dreimal mit 
PBS-T gewaschen. Um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren, wurden die wells für 
eine Stunde bei RT mit 200 µl Absättigungspuffer inkubiert. Nach erneutem Waschen mit 
PBS-T wurden 50 µl des zu testenden Zellkulturüberstandes (siehe 3.4.4) und parallel eine 
Verdünnungreihe des VWF-Standards mit 0; 0,04; 0,08; 0,15; 0,32; 0,68 U/ml pro well 
pipettiert und über Nacht bei 4 °C inkubiert. Am nächsten Tag wurden die Wells mit PBS-T 
sechsmal gewaschen und der gebundene VWF mit 2,5 µg/ml Peroxidase-konjugierten anti-
vWF-IgG aus der Ziege für 1,0 Std. bei RT und unter Lichtausschluss detektiert. Die 
Substratreaktion erfolgte durch TMB Single Solution (Invitrogen). Die Adsorption der Proben 
und des Standards wurden bei 450 nm zur Referenz von 570 nm mit einem 
Adsorptionsphotometer Sunrise, RC TW (Tecan, Schweiz) und der Software Magellan 3 
(Tecan, Schweiz) gemessen und mit Hilfe der Standardgeraden in µg/ml umgerechnet.  
 
0,05 M NaHCO3-Puffer:   0,05 M NaHCO3 
     mit dH2O auffüllen 
     pH 9,5 
PBS-T:    0,05 % Tween-20 in PBS 
Absättigungspuffer:    10 % fötales Kälberserum in PBS 
 
 
3.12.2 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) zur Quantifizierung von 
Interleukin-8 (IL-8) in Zellkulturüberständen 
 
Für die Quantifizierung von humanem IL-8 im Zellkulturüberstand von infizierten HPMEC 
wurde das Kit OptEIA™ Human IL-8 ELISA Set (Beckton Dickinson, USA) nach Anleitung 
des Herstellers verwendet. Vor der Inkubation der Zellkulturüberstände wurden sie 1:20 in 
Absättigungspuffer verdünnt. Die Absorption der Proben und des IL-8-Proteinstandards 
wurden mit einem Absorptionsphotometer (Sunrise, RC TW Tecan, Schweiz) bei 450 nm 
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(Referenz 570 nm) gemessen. Anhand der Standardgeraden wurden die Absorptions-Werte 
in µg/ml umgerechnet. 
 
0,1 M NaHCO3-Puffer:   0,1 M NaHCO3 
     mit dH2O auffüllen 
     pH 9,5 
PBS-T:    0,05 % Tween-20 in PBS 





Zur Bestimmung der Zellviabilität der HPMEC im Infektionsverlauf wurde ein Zytotoxizitäts-
Test mit dem Cyto Tox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay (Promega, USA) nach 
Anleitung des Herstellers durchgeführt. Dieser Test ermöglicht die Bestimmung der Menge 
an Lactatdehydrogenase (LDH) im Überstand von Zellkulturen. Die Menge an 
Lactatdehydrogenase im Zellkulturüberstand nimmt mit dem Verlauf von Nekrose und 
Apoptose der Zellen zu (Anleitung des Cyto Tox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay, 
Promega, USA). Zur Bestimmung der LDH-Menge nach Infektion der HPMEC wurden 50 µl 
des Zellkulturüberstandes von infizierten- oder inkubierten HPMEC für 30 min mit 50 µl des 
Substrat-Mix inkubiert. Nach Zugabe einer Stop-Lösung wurde von den Zellen freigesetzte 
LDH bei 490 nm in einem Adsorptionsphotometer (Sunrise, RC TW, Tecan, Schweiz; 
Software Magellan 3, Tecan, Schweiz) gemessen. Als Positiv-Kontrollen des LDH-
Nachweises wurde eine 1:5000-Verdünnung einer im Kit enthaltenden bovinen 
Lactatdehydrogenase bestimmt. Eine weitere Kontrolle war die Bestimmung der LDH von 
HPMEC nach Lyse mit dem Detergenz Triton-X 100. Als Negativ-Kontrolle wurde die LDH-
Menge von nicht-infizierten oder inkubierten HPMEC bestimmt.  
 
 





Zur Erstellung eines Rezeptorprofils von verschiedenen primären Endothelzellen wurden 
durchflusszytometrische Analysen durchgeführt. Dazu wurden die Rezeptorprofile von 
HPMEC und HUVEC in Passage 3 und Passage 15 verglichen. Die Endothelzellen wurden 
in Zellkulturschalen in der zu untersuchenden Passage bis zum Erreichen einer konfluenten 
Zellschicht kultiviert (siehe 3.3.2). Nach dem Waschen der Zellen mit Hepes BSS (Promocell, 
Deutschland) wurden sie mit 0,2 % EDTA in PBS vom Boden der Zellkulturschale abgelöst. 
Der Chelatbildner EDTA besitzt eine hohe Affinität für zweifach geladene Kationen, wie Ca2+. 
Der Kalziumentzug löst Zellanheftungsstrukturen und führt zur Vereinzelung der Zellen 
(Boxberger, 2007). Die Wirkung des EDTA wurde mit Zellkulturmedium abgestoppt und die 
Zellsuspension bei 900 x g für 10 min zentrifugiert (Haereus, Biofuge 15R). Das Zellsediment 
wurde in 1 ml PBS resuspendiert und die Zellzahl bestimmt (siehe 3.3.5). Pro Ansatz wurden 
4 x 104 Zellen entnommen und das Volumen auf 100 µl mit PBS mit 1 % FCS aufgefüllt. Die 
Zellen wurden mit 0,1 µg/ml des primären Antikörpers für 20 min bei 4 °C inkubiert. Nach 
dreimaligem Waschen mit PBS mit 1 % FCS wurde das Zellsediment in 100 µl PBS mit 1 % 
FCS resuspendiert und mit 6,7 µg/ml anti-Kaninchen IgG Alexa Fluor® 488-konjugiert aus 
der Ziege oder anti-Maus IgG Alexa Fluor® 488-konjugiert aus der Ziege (je nach Spezies 
des primären Antikörpers) für 20 min bei 4 °C unter Lichtausschluss inkubiert. Nach 
erneutem dreimaligem Waschen wurde das Zellsediment in 300 µl 1 % Paraformaldehyd in 
PBS resuspendiert und in FACS (=fluorescence activated cell sorting) -Röhrchen (Becton 
Dickinson) überführt. Nach 1 Std. Inkubation bei 4 °C unter Lichtausschluss wurden die 
Proben am Durchflusszytometer (FACSCalibur, Cell Quest Pro, Becton Dickinson) 
analysiert.  
 
Die durchflusszytometrische Analyse wurde mit folgenden Antikörpern durchgeführt: 
o anti-VWF IgG aus der Maus 
o anti-Pecam-1 (platelet endothelial cell adhesion molecule) IgG aus der Maus 
o anti-PAF-R (platelet activating factor receptor) IgG aus dem Kaninchen 
o anti-LYVE-1 (Lymphatic vascular endothelial hyaluronan receptor-1) IgG aus 
dem Kaninchen 
o anti-uPAR (urokinase-type plasminogen activating receptor) IgG aus der Maus 
o anti-β1-Integrin IgG aus der Maus 
o anti-β3-Integrin IgG aus der Maus 
o anti-αVβ3-Integrin IgG aus der Maus 
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o anti-α2-Integrin IgG aus der Maus 
o anti-Fibrinogen IgG aus dem Kaninchen 
 
Das Prinzip der Durchflusszytometrie basiert auf der Detektion von emittiertem Licht der 
Fluoreszenzsignale der an der Zelle gebundenen Antikörpern (siehe Abb. 7 A). Die 
Zellsuspension wird durch eine Kapillare gesaugt und passiert einen Laserstrahl (siehe Abb. 
7 A). Die von den Zellen gestreute Emission des Laserlichtes wird mit zwei Detektoren 
nachgewiesen (siehe Abb. 7 A). Die Menge und der Winkel des auf die Detektoren 
treffenden Lichtes korreliert mit der Größe und Zusammensetzung der Zelle. Das 
Vorwärtsstreulicht (FSC = Forward Scatter) misst die Beugung des Lichts im flachen Winkel 
und ist vom Volumen der Zelle abhängig. Auf Grund dessen beschreibt das 
Vorwärtsstreulicht die Größe der Zelle bzw. des Zellkomplexes. Die Struktur und Granularität 
einer Zelle wird durch das Seitwärtsstreulicht (SSC = Sidewards Scatter) gemessen. Es 
misst die Brechung des Lichts im rechten Winkel, die von der Granularität im Inneren der 
Zelle beeinflusst wird (siehe Abb. 7 A). Die Messdaten werden in Graphen dargestellt (siehe  
Abb. 7 B), Teilmengen (gates) herausgefiltert und für die Berechnung des GMFI (geometric 
mean fluorescence intensity) x gated events verwendet. Der GMFI x gated events 
bezeichnet die detektierte Fluoreszenz einer gefilterten Zellmenge.  
 




Abbildung 7: Modell der Funktionsweise der Durchflusszytometrie A) Fluoreszenz-
markierte Zellen passieren einen Laserstrahl. B) Das emittierte Licht wird von zwei 





HPMEC wurden in Zellkulturschalen ausgesät und bis zum Erreichen einer konfluenten 
Zellschicht kultiviert (siehe 3.3.2). und mit S. pneumoniae st35A bzw. st35A∆ply mit einer 
MOI 50 für 4,5 Std. infiziert. Im Anschluss daran wurden die infizierten Zellen und die nicht-
infizierten Zellen mit einem Zellschaber (TPP) vom Boden der Zellkulturschalen abgelöst. Die 
Zellen wurden in 350 µl RLT Puffer des RNeasy Mini Kit (Qiagen) resuspendiert und die RNS 
mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen) isoliert. Die Isolierung und Aufreinigung der RNS, die 
Qualitätsanalyse, die cDNA-Synthese, die Hybridisierung mit dem Chip sowie die weitere 
Prozessierung und Analyse des Microarray wurde im Rahmen einer Kooperation von der 
Plattform „Genexpressionsanalyse“ des HZI Braunschweig unter Leitung von Dr. Robert 
Geffers durchgeführt. 
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Die Qualitätskontrolle der RNS erfolgte mit dem Agilent bioanalyzer 2100 (RNA 6000 nano 
chip). Die RNS wird in ein Gel eines Minikapillarsystems injiziert und dann elektrisch 
aufgetrennt. Liegt die RNS intakt vor, ergeben sich zwei Banden, die 28 S und 18 S-Bande. 
Ein 2:1-Verhältnis der Fluoreszenzintensitäten der 28 S und der 18 S-rRNS-Bande 
(ribosomale RNS) zeigt an, dass die mRNS (messenger RNS) vorhanden und nicht 
degradiert ist (Anleitung des Agilent bioanalyzer 2100). Für die cDNS-Synthese wurde 
ausschließlich intakte RNS verwendet. Zur Bestimmung der Genexpression der infizierten 
und nicht-infizierten Zellen wurde die cDNS mit HG U133 Plus 2.0 Genchips (Affymetrix) 
hybridisiert. Die Chips enthalten Oligonukleotide, die 54.000 Gene des humanen Genoms 
repräsentieren. Nach der Hybridisierung wurden die Chips mit Biotin-markierten Nukleotiden 
in der Affymetrix GeneChip fluidic station (FS-400) gewaschen und mit Streptavidin-
gekoppeltem Phycoerythrin (SA-PE) inkubiert. Die Detektion der Signale erfolgte mit dem 
Affymetrix GeneChip Scanner (GCS3000). Die Rohdaten der Microarray-Analyse wurden mit 
der GCOS 1.2 Software ausgewertet und in Signalintensitäten umgewandelt. Die 
Auswertung der Signaldaten erfolgte mit der Software GeneSpring GX 11.5 (Agilent 
Technologies) und umfasste folgende mathematische Berechnungen: 1. Die Rohdaten 
wurden basierend auf dem RMA-Algorithmus normalisiert und logarithmiert. 2. Die einzelnen 
Signalintensitäten eines Gens wurden zum Mittelwert zusammengefasst. 3. Aus den 
Signalintensitäten wurden dann die relativen Signalintensitäten im Vergleich zum Median 
aller Proben bestimmt. 4. Um Hintergrundsignale raus zu filtern wurde ein Percentilfilter 
verwendet. Einzelne Gene, deren Signalintensität das 20er Percentil nicht überschreitet, 
werden in den folgenden Analysen nicht berücksichtigt. 5. Zur weiteren statistischen Analyse 
wurden die Proben anhand ihres biologischen Ursprungs (nicht-infiziert, infiziert mit 
S. pneumoniae st35A und infiziert mit S. pneumoniae  st35A∆ply) gruppiert. Im Anschluss 
wurde eine Multivarianzanalyse durchgeführt. Als signifikant reguliert galten Gene, die eine 
mindestens dreimal so hohe oder niedrige Genexpression im Vergleich zum Mittelwert der 
nicht-infizierten Zellen und eine Signifikanz von p<0,05 aufwiesen. 
 
 
3.15 Real time PCR 
 
Zur Evaluierung der Ergebnisse der Mikroarrayanalyse wurde eine Real time Polymerase-
Kettenreaktionen des Interleukin-8-Gens durchgeführt. Hierfür wurden HPMEC bis zum 
Erreichen einer konfluenten Zellschicht in Zellkulturschalen (Durchmesser 6 cm) kultiviert 
(siehe 3.3.2). In jeder Zellkulturschale befanden sich zwei Deckgläschen, die nach der 
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Infektion aus der Zellkulturschale genommen wurden und fluoreszenzmikroskopisch 
analysiert wurden. Dadurch wurde die Adhärenz und Internalisierung der Pneumokokken in 
den Zellkulturinfektionen visuell überprüft. Nach der Infektion der Zellen mit S. pneumoniae 
st35A bzw. S. pneumoniae st35A∆ply mit einer MOI 50 für 2,5 Std. wurden die Zellen mit 
Infektionsmedium gewaschen, mit einem Zellschaber (TPP) vom Boden der Zellkulturschale 
abgelöst und in 350 µl eiskaltem RLT-Puffer des RNeasy Mini Kits aufgenommen.  
Die RNS-Aufreinigung mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen) und die cDNS-Synthese wurden 
von Astrid Dröge (Abt. Medizinische Mikrobiologie, HZI, Braunschweig) durchgeführt.  
Die Durchführung der Real time PCR erfolgte im Rahmen einer Kooperation durch die 
Plattform „Genexpressionsanalyse“ des HZI Braunschweig unter Leitung von Dr. Robert 
Geffers. 
Die Auswertung der Analyse wurde von PD Dr. Simone Bergmann (Institut für Mikrobiologie, 
Technische Universität Braunschweig) durchgeführt. 
 
 
3.16 Statistische Auswertung 
 
Sämtliche Experimente wurden mindestens dreimal unabhängig voneinander durchgeführt, 
jeder Versuch in Dreifachwerten. Die Signifikanz der Daten wurde mit dem students t-test 









4.1 Charakterisierung primärer, humaner Endothelzellen 
 
Die in dieser Arbeit gestellten infektionsbiologischen Fragestellungen wurden anhand von 
differenzierten, primären Endothelzellen untersucht. Für die Untersuchung der Interaktion 
von Pneumokokken mit der Luft-Blut-Schranke wurden die primären, humanen, 
mikrovaskulären Lungenendothelzellen (HPMEC) verwendet. Zum Vergleich von 
Differenzierungsmarkern und Proteinrezeptoren auf der Zelloberfläche dieser humanen 
Endothelzellen mit humanen Endothelzellen aus einem anderen Gewebe, wurden zusätzlich 
makrovaskuläre Endothelzellen der Nabelschurvene (HUVEC) verwendet. Bei HUVEC 
handelt es sich um ein vielfach angewendetes Endothelzell-Modellsystem. Da sich unter in-
vitro-Zellkulturbedingungen der Differenzierungsstatus von primären Endothelzellen in der 
Regel nach wenigen Passagen ändert (Pelzer, 2009), wurde die Expression von 
unterschiedlichen Differenzierungsmarkern und Proteinrezeptoren auf der Zelloberfläche von 
HPMEC und HUVEC jeweils in früher Passage (Passage 3) und in später Passage (Passage 
15) untersucht. Als Differenzierungsmarker auf der Oberfläche beider Endothelzellen wurde 
die Expression des platelet endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM-1) und des 
lymphatic vascular endothelial hyaluronan receptor-1 (LYVE-1) bestimmt. Außerdem wurde 
die Expression der Oberflächenrezeptoren β1-Integrin, β3-Integrin, αVβ3- Integrin, α2-Integrin, 
des platelet activating factor receptor (PAFr) sowie des urokinase plasminogen activating 
receptor (uPAR) auf der Oberfläche der Endothelzellen untersucht. Zusätzlich wurde die 
Expression von extrazellulärem Fibronektin und Von Willebrand  Faktor (VWF) auf der 
Oberfläche der beiden Endothelzelltypen bestimmt. Zum Nachweis der 
Differenzierungsmarker und Oberflächenproteine wurden die Endothelzellen nach 
Kultivierung bis zur Passage 3 bzw. 15 mit Antikörpern gegen die Proteine inkubiert, durch 
Inkubation mit ALEXA 488-konjugierten Zweitantikörpern markiert und die 
















Abbildung 8: Expression spezifischer Proteine und Oberflächenrezeptoren von 
HPMEC und HUVEC in Passage 3 und 15. Die Endothelzellen HPMEC und HUVEC 




Antikörper detektierten folgende Proteine: platelet endothelial cell adhesion molecule-1 
(PECAM-1), lymphatic vascular endothelial hyaluronan receptor-1 (LYVE-1), β1-Integrin, β3-
Integrin, αVβ3- Integrin, α2-Integrin, platelet activating factor receptor (PAFr), von Willebrand  
Faktor (VWF), urokinase plasminogen activating receptor (uPAR) und extrazelluläres 
Fibronektin. Die Dektektion der Proteine auf der Zelloberfläche erfolgte mit 
fluoreszenzmarkierten Zweitantikörpern. Die Fluoreszenzsignale wurden 
durchflusszytometrisch bestimmt. Zur Kontrolle wurden HPMEC und HUVEC jeweils mit den 
Zweitantikörpern inkubiert. Zur Analyse wurden drei unabhängige Experimente durchgeführt 
und aus den Experimenten der Mittelwert und die Standardabweichung der 
Fluoreszenzintensität für 10.000 Zellen (geometric mean fluorescence intensity 
(GMFI) x gated events) berechnet. Die dargestellten Diagramme zeigen die GMFI x gated 
events in Relation zu dem Endothelzellmarker PECAM-1 (Faktor 1,0). Die Signale der 
sekundären, fluoreszierenden Antikörper beschreiben unspezifische Hintergrundsignale.  
*) Signifikanz der Fluoreszenzintensität von 10.000 Zellen (GMFI x gated events) im Bezug 
zur Fluoreszenzintensität der sekundären, fluoreszierenden Antikörpern (p<0,05). 
 
Die Ergebnisse der Durchflusszytometrie der Endothelzellen in Passage 3 zeigten eine 
vergleichbare Proteinexpression bei HPMEC im Vergleich zu HUVEC (Abb. 8 A und B). Bei 
beiden Endothelzelltypen wurde PECAM-1 signifikant auf der Oberfläche der Zellen 
nachgewiesen (Abb. 8 A und B). Die Werte der detektierten Oberflächenproteine sind in 
Relation zu der Expression des PECAM-1 angegeben (Faktor 1,0 für PECAM-1). Auf der 
Oberfläche der Lungenendothelzellen wurden vergleichbare Proteinmengen von PECAM-1 
und β1-Integrin mit einem Faktor von 0,9 ± 0,29 detektiert (Abb. 8 A). Die Proteinmenge der 
β1-Integrine mit 0,63 ± 0,33 auf der Oberfläche der HUVEC war etwas geringer als die 
Expression des PECAM-1 (Abb. 8 B). Die Hintergrundfluoreszenz der sekundären Antikörper 
war im Vergleich zu PECAM-1 bei beiden Endothelzelltypen sehr gering mit 0,13 ± 0,12 für 
den Kaninchen-spezifischen Antikörper und 0,14 ± 0,09 für den Maus-spezifischen 
Antikörper bei HPMEC und 0,07 ± 0,004 für den Kaninchen-spezifischen Antikörper und 0,15 
± 0,07 für den Maus-spezifischen Antikörper bei HUVEC (Abb. 8 A und B). Die Expression 
von α2-Integrinen wurde in vergleichbarer Menge wie bei β1-Integrin detektiert (Faktor 0,68 ± 
0,05 bei HPMEC und Faktor 0,75 ± 0,16 bei HUVEC). In beiden Zelltypen erreichte die 
detektierte Menge an β3-Integrinen mit einem Faktor von 0,54 ± 0,28 bei HPMEC und 0,5 ± 
0,17 bei HUVEC und αVβ3-Integrinen mit einem Faktor von 0,42 ± 0,13 bei HPMEC und 0,47 
± 0,12 bei HUVEC nur circa 50 % der PECAM-1-Proteinmenge (Abb. 8 A und B).  
Die Expression von LYVE-1, PAFr, VWF und uPAR auf der Oberfläche der Endothelzellen 




unspezifischen Antikörper-Bindung. Die Werte betragen 0,15 ± 0,07 (HPMEC) bzw. 0,18 ± 
0,12 (HUVEC) für PAFr, 0,16 ± 0,11 (HPMEC) bzw. 0,17 ± 0,09 (HUVEC) für LYVE-1, 0,19 ± 
0,12 (HPMEC) bzw. 0,17 ± 0,1 (HUVEC) für VWF und 0,13 ± 0,13 (HPMEC) bzw. 0,11 ± 
0,07 (HUVEC) für uPAR (Abb. 8 A und B). Bei beiden Endothelzelltypen konnte eine geringe 
Expression von extrazellulärem Fibronektin auf der Oberfläche der Zellen detektiert werden 
(0,26 ± 0,13 bei HPMEC und 0,35 ± 0,07 bei HUVEC). Die Analysen der Endothelzellen in 
Passage 15 resultierten in teilweise stark veränderten Expressionsprofilen der untersuchten 
Zellen. Darüber hinaus sind im Gegensatz zur frühen Passage Unterschiede in der 
Expression einzelner Proteine zwischen HUVEC und HPMEC zu erkennen (Abb. 8 C und D). 
Der Endothelzellmarker PECAM-1 wurde bei HPMEC und HUVEC in Passage 15 im 
Vergleich zu den anderen Proteinen in geringerer Menge exprimiert (Abb. 8 A und B). Zum 
Vergleich der Profile in Passage 15 mit den Expressionsprofilen der Passage 3 sind die 
Werte der Proteine in Relation zu der Expression des PECAM-1 angegeben (Faktor 1,0 für 
PECAM-1). Die Werte der Hintergrundfluoreszenz der sekundären Antikörper waren geringer 
als die Werte für PECAM-1 (0,4 ± 0,39 (HPMEC) bzw. 0,12 ± 0,07 (HUVEC) für den 
Kaninchen-spezifischen Antikörper und 0,47 ± 0,28 (HPMEC) bzw. 0,29 ± 0,27 (HUVEC) für 
den Maus-spezifischen Antikörper). Darüber hinaus sind diese Werte der unspezifischen 
Bindung der sekundären Antikörper höher als in der Analysen der frühen Passagen. Im 
Vergleich zur Expression des PECAM-1 war die Expression von LYVE-1 in beiden 
Endothelzelltypen sehr hoch (Faktor 2,27 ± 1,29 bei HPMEC und 0,74 ± 0,62 bei HUVEC). In 
Passage 15 wurde das α2-Integrin in beiden Zelltypen am stärksten exprimiert (Faktor 3,28 ± 
3,21 bei HPMEC und 1,84 ± 2,28 bei HUVEC). Die Expression von extrazellulärem 
Fibronektin war mit 2,12 ± 1,28 in HPMEC und mit 1,12 ± 0,81 in HUVEC höher als die 
Expression von PECAM-1. Die Proteinmengen von PAFr, VWF, uPAR, β1-Integrin, β3-
Integrin und αVβ3- Integrin lagen bei beiden Endothelzelltypen im Bereich der Expression von 
PECAM-1 (1,06 ± 0,11 (HPMEC) bzw. 1,26 ± 1,2 (HUVEC) für PAFr 1,04 ± 0,16 (HPMEC) 
bzw. 0,63 ± 0,41 (HUVEC) für VWF, 1,15 ± 0,78 (HPMEC) bzw. 0,45 ± 0,65 (HUVEC) für 
uPAR, 1,53 ± 0,61 (HPMEC) bzw. 0,87 ± 0,3 (HUVEC) für β1-Integrin, 0,97 ± 0,24 (HPMEC) 
bzw. 0,67 ± 0,33 (HUVEC) für β3-Integrin und 1,31 ± 0,46 (HPMEC) bzw. 0,45 ± 0,04 
(HUVEC) für αVβ3- Integrin). Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass die Endothelzellen 
HPMEC und HUVEC ein vergleichbares Proteinexpressionsprofil in niedrigen 
Kulturpassagen aufweisen, während nach häufiger Subkultivierung die Proteinexpression 
beider Endothelzelltypen deutlich voneinander abweicht. In den weiteren Infektionsstudien 





4.2 In-vitro-Infektionsstudien von Pneumokokken mit humanen 
Endothelzellen 
 
Die Kapillargefäße der humanen Lunge werden von mikrovaskulären Lungenendothelzellen 
ausgekleidet. Sie bilden die Grenzschicht zwischen dem Lungengewebe und dem Blutstrom 
(Aird, 2007). Im Verlauf einer invasiven Infektion müssen Pneumokokken die Luft-Blut-
Schranke überwinden, um in das Blutsystem zu gelangen. Zur Charakterisierung der 
direkten Interaktion von S. pneumoniae mit Lungenendothelzellen wurden in-vitro-
Zellkulturinfektionen durchgeführt. Die Adhärenz von S. pneumoniae st35A und 
S. pneumoniae st35A∆ply an primäre, differenzierte HPMEC und die bakterielle 
Internalisierung in diese Zellen wurde in Versuchen mit unterschiedlichen Infektionszeiten 
und Bakterienmengen (Multiplizität der Infektion, multiplicity of infection, MOI) untersucht. Die 
Infektionsexperimente wurden zum Vergleich parallel mit HUVEC durchgeführt.  
 
 
4.2.1 Interaktion von Pneumokokken mit Endothelzellen nach 
unterschiedlichen Infektionszeiten 
 
Zur Bestimmung von Adhärenz- und Internalisierungsraten von Pneumokokken wurden 
HPMEC und HUVEC mit S. pneumoniae st35A und S. pneumoniae st35A∆ply mit einer 
MOI 50 infiziert (2,0 Std. + 2,5 Std. bzw. 3,0 Std. + 1,5 Std.). Zur Verringerung von 
Zellschäden durch bakterielle Toxine wurden die Zellen nach 2,0 Std. bzw. 3,0 Std. mit 
Infektionsmedium gewaschen. Dadurch wurden nicht-adhärente Pneumokokken entfernt. Die 
anschließende Inkubationszeit von 2,0 Std. bzw. 1,5 Std. ermöglichte eine weitere 
Internalisierung adhärenter Pneumokokken in die Zellen. Im Anschluss wurden 
Immunfluoreszenzfärbungen mit Pneumokokken-spezifischen Antikörpern und 
fluoreszierenden Zweitantikörpern durchgeführt und die Menge an adhärenten und 
internalisierten Pneumokokken fluoreszenzmikroskopisch bestimmt. Diese 
Quantifizierungsmethode unterscheidet nicht zwischen lebenden und toten Pneumokokken. 
In weiteren Experimenten wurden die Zellen nach der Infektion lysiert und auf 
Blutagarplatten kultiviert. Dies ermöglichte die Quantifizierung der internalisierten, lebenden 













Abbildung 9: Pneumokokkenadhärenz und -internalisierung in HPMEC und HUVEC 
nach unterschiedlichen Infektionszeiten. Die Interaktion von Pneumokokken 
(S. pneumoniae st35A (rot) und S. pneumoniae st35A∆ply (blau)) wurde in in-vitro-
Zellkulturinfektionen bei verschiedenen Infektionszeiten durch Immunfluoreszenzfärbung, 
sowie Lyse der Zellen und Kultivierung auf Blutagar untersucht. Die Quantifizierung der 
adhärenten und internalisierten Pneumokokken pro Zelle erfolgte durch 
fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen (A-D). Die Anzahl an internalisierten, lebenden 
Pneumokokken wurde durch Quantifizierung der Kolonie-bildenden Einheiten (KBE) 
bestimmt (E und F). A) Adhärenz des Serotyp 35A und des Serotyp 35A∆ply an HPMEC. B) 
Adhärenz des Wildtyp und der Mutante an HUVEC. C) Internalisierung von S. pneumoniae 
st35A und S. pneumoniae st35A∆ply in HPMEC. D) Internalisierung des Wildtyp und der 
Mutante in HUVEC. E) Anzahl internalisierter, lebender Pneumokokken in 2 x 105 HPMEC 
(Serotyps st35A und st35A∆ply). F) Internalisierte, lebende Pneumokokken in 2 x 105 
HUVEC (Serotyps st35A und st35A∆ply). Die Diagramme zeigen die Mittelwerte der 
adhärenten und internalisierten Bakterien nach der jeweiligen Infektionszeit. Die Mittelwerte 
und Standardabweichungen wurden aus drei unabhängigen Experimenten berechnet.  
 
Die Anzahl adhärenter Pneumokokken an HPMEC war bei beiden Pneumokokkenstämmen 
vergleichbar und stieg von 11 ± 3 Bakterien (S. pneumoniae st35A) bei 2,0 Std. + 2,5 Std. 
auf 30 ± 11 Bakterien bei 3,0 Std. + 1,5 Std. und 14 ± 2 Pneumokokken (S. pneumoniae 
st35A∆ply) bei 2,0 Std. + 2,5 Std. auf 31 ± 7 Pneumokokken bei 3,0 Std. + 1,5 Std. (Abb. 9 
A). Die Adhärenzzahlen des Wildtyps an Endothelzellen der Nabelschnur stiegen von 8 ± 1 
Wildtyp-Pneumokokken bei 2,0 Std. + 2,5 Std. auf 14 ± 8 Wildtyp-Pneumokokken bei 
3,0 Std. + 1,5 Std. und 13 ± 6 Pneumolysin-defiziente Pneumokokken bei 2,0 Std. + 2,5 Std. 




Pneumokokkenstämme zeigten in fluoreszenzmikroskopischen Analysen eine geringe, aber 
ebenfalls zeitabhängige Internalisierung in HPMEC und HUVEC. Die Anzahl internalisierter 
Pneumokokken in HPMEC war mit 3 ± 1 Wildtyp-Pneumokokken und 2 ± 0 Pneumolysin-
defizienten Pneumokokken bei 3,0 Std. + 1,5 Std. am höchsten (Abb. 9 C). In HUVEC 
internalisierten weniger Bakterien als in HPMEC. Die höchsten Internalisierungszahlen 
wurden bei 3,0 Std. + 1,5 Std. quantifiziert (2 ± 1 S. pneumoniae st35A und 2 ± 1 
S. pneumoniae st35A∆ply) (siehe Abb. 9 D). Die Anzahl internalisierter Pneumokokken 
wurde zusätzlich in Zellkulturinfektionen nach unterschiedlichen Infektionszeiten durch Lyse 
der Zellen und Kultivierung auf Blutagar untersucht. Im Unterschied zur Immunfluoreszenz-
Methode können ausschließlich die lebenden, internalisierten Pneumokokken quantifiziert 
werden. Die Quantifizierung erfolgte durch Auszählung der Kolonie-bildenden Einheiten 
(KBE). Die Anzahl internalisierter Pneumokokken in HPMEC erreichte bei 3,0 Std. + 1,5 Std. 
ein Maximum von 8358 ± 1148 S. pneumoniae st35A/2 x 105 Zellen und 6375 ± 3837 
S. pneumoniae st35A∆ply/2 x 105 Zellen (Abb. 9 E). Die höchsten Internalisierungszahlen in 
HUVEC betrugen 4630 ± 1671 Wildtyp-Pneumokokken/2 x 105 Zellen und 1853 ± 923 




4.2.2 Adhärenz und Internalisierung von Pneumokokken in HPMEC und HUVEC 
nach Infektion mit unterschiedlicher MOI 
 
Zur Charakterisierung der Interaktion von S. pneumoniae mit humanen Endothelzellen in 
Abhängigkeit von der im Infektionsexperiment verwendeten Bakterienmenge (MOI) wurden 
HPMEC und HUVEC mit S. pneumoniae st35A und S. pneumoniae st35A∆ply für 
3,0 Std. + 1,5 Std. mit einer MOI von 25, 50 und 75 infiziert. Die Quantifizierung der 
adhärenten und internalisierten Pneumokokken erfolgte wie in den Untersuchungen zur 












Abbildung 10: Interaktion von Pneumokokken mit humanen Endothelzellen nach 
Infektion mit unterschiedlicher MOI. Die Anzahl adhärenter (A und B) und internalisierter 
(C-F) Pneumokokken (S. pneumoniae st35A (rot) und S. pneumoniae st35A∆ply (blau)) 
wurde nach Zellkulturinfektionen von HPMEC und HUVEC mit Pneumokokken 
unterschiedlicher MOI (MOI 25, 50 und 75) quantifiziert. Zur Quantifizierung wurde eine 
Immunfluoreszenzfärbung durchgeführt und die adhärenten und internalisierten Bakterien 
fluoreszenzmikroskopisch bestimmt (A-D). Die Immunfluoreszenzfärbung erfolgte wie in den 
Untersuchungen zur Interaktion von Pneumokokken bei unterschiedlichen Infektionszeiten 
(siehe 4.2.1). Internalisierte, lebende Pneumokokken wurden durch Lyse der infizierten 
Zellen, Kultivierung auf Blutagar und Auszählen der Kolonie-bildenden Einheiten (KBE) 
quantifiziert (E und F). Die Mittelwerte der adhärenten und internalisierten Bakterien und die 
Standardabweichungen wurden aus drei unabhängigen Experimenten berechnet. 
 
Die Menge adhärenter Pneumokokken an HPMEC stieg von 12 ± 3 S. pneumoniae st35A bei 
MOI 25 auf 16 ± 6 Wildtyp-Pneumokokken bei MOI 75 und 16 ± 8 S. pneumoniae st35A∆ply 
bei MOI 25 auf 29 ± 11 Pneumolysin-defiziente Pneumokokken bei MOI 75 (Abb. 10 A). Die 
Zahl adhärenter Pneumokokken an HUVEC stieg wie bei den HPMEC von 11 ± 4 
Pneumokokken des Serotyp 35A bei MOI 25 auf 30 ± 11 Pneumokokken des Serotyp 35A 
bei MOI 75 und 9 ± 2 Pneumolysin-defiziente Pneumokokken bei MOI 25 auf 24 ± 2 
Pneumolysin-defiziente Pneumokokken bei MOI 75 (Abb. 10 B). Die Anzahl internalisierter 
Pneumokokken in HPMEC und HUVEC war deutlich geringer als die Anzahl der adhärenten 
Bakterien. In HPMEC internalisierten bei MOI 75 3 ± 1 Pneumokokken des Wildtyps und 
4 ± 1 der Pneumokokkenmutante (Abb. 10 C). In HUVEC internalisierten weniger 




S. pneumoniae st35A∆ply bei MOI 75 (Abb. 10 D). Die Menge internalisierter Pneumokokken 
bei unterschiedlichen MOI wurde zusätzlich zur fluoreszenzmikroskopischen Quantifizierung 
in Plattierungsanalysen untersucht. Durch Plattierung der lysierten, infizierten Zellen auf 
Blutagar wurde die Anzahl der lebenden, internalisierten Bakterien bestimmt. Die 
Quantifizierung wurde wie in den Infektionsexperimenten zur Interaktion von Pneumokokken 
bei unterschiedlichen Infektionszeiten (4.2.1) durchgeführt. Die Menge der internalisierten 
Pneumokokken in HPMEC betrug bei MOI 25 nur die Hälfte im Vergleich zur MOI 75. Bei 
MOI 75 erreicht die Anzahl der internalisierten Bakterien ein Maximum von 5310 ± 851 
S. pneumoniae st35A/2,0 x 105 Zellen und 4133 ± 2960 S. pneumoniae st35A∆ply/2,0 x 105 
Zellen. In HUVEC waren die Zahlen der internalisierten Bakterien deutlich geringer als in 
HPMEC. Die Internalisierungsrate erreichte beim Wildtyp ein Maximum von 1008 ± 506 
Pneumokokken/2,0 x 105 Zellen bei MOI 25 und bei der Pneumolysinmutante ein Maximum 
von 960 ± 564 Pneumokokken/2,0 x 105 Zellen bei MOI 50.  
 
 
4.2.3 Visualisierung der Menge adhärenter und internalisierter Pneumokokken 
in HPMEC 
 
In in-vitro-Zellkulturinfektionen wurden HPMEC mit S. pneumoniae st35A∆ply für 
3,0 Std. + 1,5 Std. mit einer MOI von 50 infiziert. Die adhärenten und internalisierten 
Pneumokokken wurden in der Immunfluoreszenzfärbung mit Pneumokokken-spezifischem 
Antiserum und grün- bzw. rot-fluoreszierenden Zweitantikörpern markiert. 
Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen veranschaulichten die Menge der adhärenten 
und internalisierten Pneumokokken in HPMEC. Das Aktin-Zytoskelett der infizierten Zellen 







Abbildung 11: Fluoreszenzmikroskopische Visualisierung der Anzahl adhärenter und 
internalisierter Pneumokokken in HPMEC. Die Abbildungen zeigen die Menge der 
adhärenten (gelb) und internalisierten (rot) Pneumokokken in HPMEC in einer Übersicht (A), 
sowie in einem Ausschnitt (B). HPMEC wurden mit S. pneumoniae st35A∆ply für 
3,0 Std. + 1,5 Std. mit einer MOI von 50 infiziert. Die adhärenten und internalisierten 
Bakterien wurden mit spezifischen Pneumokokken-Antiseren und fluoreszierenden 
Zweitantikörpern markiert und fluoreszenzmikroskopisch visualisiert. Zusätzlich wurde das 
Aktinzytoskelett der HPMEC mit grün-fluoreszierendem Phalloidin markiert (grün). Der 
Maßstab entspricht 10 µm. 
 
Die mikroskopische Visualisierung der infizierten Zellen veranschaulichte die Menge der 
adhärenten und internalisierten Pneumokokken in HPMEC. Eine Schädigung der Zellstruktur 
durch die Infektion mit S. pneumoniae st35A∆ply konnte bei einer Infektionszeit von 




Die Ergebnisse der in-vitro-Infektionsstudien demonstrierten die Interaktion von 
Pneumokokken mit Lungenendothelzellen und Endothelzellen der Nabelschnur. Längere 
Infektionszeiten und größere Bakterienmengen führten zu stärkerer Adhärenz und 
Internalisierung. Um möglichst große Mengen an adhärierten und internalisierten 
Pneumokokken zu erzielen und gleichzeitig Zellschäden zu meiden, wurden die 
nachfolgenden Experimente standardisiert mit einer Infektionszeit von maximal 4,5 Std. und 
einer MOI von 50 durchgeführt. 
 
 
4.3 Mikroarray-Analyse humaner Endothelzellen nach Infektion mit 
S. pneumoniae 
 
In den vorangegangenen Experimenten wurde gezeigt, dass Pneumokokken mit humanen 
Lungenendothelzellen interagieren. Um Änderungen in der Genexpression von humanen 
Lungenendothelzellen als Reaktion auf Pneumokokkeninfektion zu untersuchen, wurden 
DNS-Mikroarray-Analysen durchgeführt. Nach der Infektion von HPMEC mit S. pneumoniae 
st35A und S. pneumoniae st35A∆ply für 3,0 Std. + 1,5 Std. und einer MOI 50 wurde die RNS 
der Zellen isoliert. Anschließend wurde die RNS in cDNS umgeschrieben und diese mit HG 
U133 Plus 2.0 Genchips (Affymetrix) hybridisiert. Diese Mikroarray-Chips beinhalten 
Oligonukleotide, die 54.000 humane Gene repräsentieren. Die Detektion der Genprodukte 
erfolgte durch Inkubation der Chips mit Biotin-markierten Nukleotiden und Streptavidin-
gekoppeltem Phycoerythrin. Nach der Fluoreszenzmarkierung der Nukleotide wurden die 
Signale der einzelnen Gene detektiert. Im Anschluss wurden die Signalintensitäten 
normalisiert. Dazu erfolgte eine Computer-basierte Filterung der Gene, deren 
Signalintensitäten mehr als dreifach so hoch waren und eine Signifikanz von p<0,05 
aufwiesen im Vergleich zu den Signalintensitäten von nicht-infizierten Zellen. Die 







Abbildung 12: Dendrogramm der Mikroarray-Analyse von Pneumokokken-infizierten 
HPMEC im Vergleich zu nicht-infizierten HPMEC. Das Dendrogramm zeigt die 
Signalintensitäten von 396 Genen, die bei der Computer-basierten Auswertung selektioniert 
wurden. Dargestellt sind sechs unabhängige Analysen von nicht-infizierten Zellen und jeweils 
drei unabhängige Analysen von infizierten Zellen. In den Spalten des Dendrogramms sind 




HPMEC, die mit S. pneumoniae st35A (st35A) und mit S. pneumoniae st35A∆ply (st35A∆ply) 
infiziert wurden). Die Zeilen des Dendrogramms repräsentierten die einzelnen Gene, wobei 
die Farbe einer Probe die normalisierte Signalintensität zeigt. Bei der normalisierten 
Signalintensität wurden die Signalintensitäten logarithmiert und von der Signalintensität jeder 
Probe der Median aus allen Proben eines Gens subtrahiert. Blau zeigt eine reduzierte 
Expression an, während rot für eine verstärkte Expression steht (siehe Farbspektrum). 
 
Die Mikroarray-Analyse von nicht-infizierten HPMEC im Vergleich zu infizierten HPMEC 
ergab signifikante Unterschiede in den Signalintensitäten von 396 humanen Genen. Die 
Signalintensität eines Gens in einer Probe repräsentiert die Expression des Gens. Die 
Infektion von HPMEC mit dem Wildtyp-Stamm führte zur signifikanten Änderung in der 
Genexpression von 372 Genen. Von den 372 Genen der mit dem Wildtyp infizierten HPMEC 
wurden 312 Gene signifikant stärker exprimiert als in nicht-infizierten Zellen, während 60 
Gene signifikant schwächer exprimiert wurden. Durch Infektion der HPMEC mit der 
Pneumolysin-defizienten Mutante änderte sich die Expression von 8 Genen, wovon 71 Gene 
signifikant stärker und 10 Gene signifikant schwächer exprimiert wurden als bei nicht-
infizierten HPMEC. Bei den 396 Genen handelte es sich hauptsächlich um Gene der 
Immunantwort, z. B. Interleukin-8. Das Zytokin wurde nach der Infektion mit dem Wildtyp 6,6-




4.4 Genexpressionsbestimmung von infizierten HPMEC im 
Vergleich zu nicht-infizierten HPMEC durch Real time PCR-Analyse 
 
Zur Evaluierung der Mikroarray-Ergebnisse wurden Real time PCR-Analysen durchgeführt. 
Die Real time PCR ermöglicht eine quantitative Genexpressionsanalyse. Die Microarray-
Analyse wies eine signifikant erhöhte Expression des il-8-Gens nach Infektion von HPMEC 
mit S. pneumoniae st35A und S. pneumoniae st35A∆ply im Vergleich zu infizierten Zellen 
auf. Der Faktor der Genexpression (fold change) betrug 6,6 nach Infektion mit dem Wildtyp 
und 5,6 bei nach Infektion mit der Mutante. Zur Evaluierung des Mikroarray-Ergebnisses 
wurde die Real time-PCR-basierte Genexpressionsanalyse für das il-8-Gen durchgeführt. 
Nach der Infektion von HPMEC mit S. pneumoniae st35A und S. pneumoniae st35A∆ply für 




umgeschrieben und in der Real time-PCR- eingesetzt. Die Genexpression aus drei 




Abbildung 13: Expression des il-8-Gens in HPMEC nach Infektion mit Pneumokokken. 
Das Diagramm zeigt die Genexpression von il-8 im Bezug zur Expression des house-
keeping-Gens RPS9. Die Genexpressionsanalyse wurde von nicht-infizierten HPMEC und 
mit S. pneumoniae st35A und S. pneumoniae st35A∆ply-infizierten HPMEC durchgeführt. 
Dargestellt sind die Mittelwerte von drei Real time-PCR-Analysen. *) p<0,05 (Signifikanz zu 
nicht-infizierten Zellen). 
 
Die Genexpressionsanalyse des il-8-Gens zeigte eine signifikante Erhöhung der 
Genexpression nach Infektion der HPMEC mit S. pneumoniae st35A. Der Faktor der 
Genexpression wurde in Relation zu RPS9 berechnet und betrug 1,69 ± 0,48 bei infizierten 
HPMEC, während der Faktor der Genexpression von il-8 bei nicht-infizierten HPMEC 
0,4 ± 0,37 betrug (Abb. 13) Durch die Infektion von S. pneumoniae st35A∆ply konnte 
ebenfalls eine Erhöhung der Genexpression von il-8 beobachtet werden. Der Faktor der 
Genexpression betrug 0,74 ± 0,7 (Abb. 13). Die Real time PCR-Analyse bestätigte das 
Ergebnis des Mikroarray. Die Infektion von HPMEC mit S. pneumoniae st35A und 




4.5 WPB-Bildung in humanen Lungenendothelzellen 
unterschiedlicher Konfluenzen und Quantifizierung des 
Konfluenzstatus der Zellen 
 
4.5.1 Korrelation der WPB-Bildung mit der Konfluenz des Endothels  
 
In der Mikroarray-Analyse und der anschließenden Real time-PCR wurde gezeigt, dass 
HPMEC als Reaktion auf die Infektionen mit Pneumokokken Immunsystemkomponenten, 
wie z. B. Zytokine in stärkerem Maße exprimieren. Zytokine werden in Endothelzellen in 
besonderen Speicherorganellen, den WPBs gespeichert (Rondaij et al., 2006). Die 
Konfluenz des Endothels und die damit verbundene WPB-Bildung wurde als ein wichtiger 
Parameter für den Differenzierungsstatus von Endothelzellen der Nabelschnur beschrieben 
(Howell et al., 2004). Um die Konfluenzabhängige WPB-Bildung in HPMEC zu untersuchen, 
wurde der Anteil an WPB-positiven Zellen in HPMEC-Zellschichten nach Kultivierung bis 
zum Erreichen unterschiedlicher Konfluenzen bestimmt. Zum Erreichen einer konfluenten 
Zellschicht wurden 3 x 105 Zellen ausgesät und kultiviert bis die Zellen im Zellverband 
eingebunden waren. Die Untersuchung der sub-konfluenten Zellschicht erfolgte durch 
Aussaat von 2 x 105 Zellen. Die Zellen wurden bis zur Ausbildung von lockeren 
Zellverbänden kultiviert. Für eine nicht-konfluente Zellschicht wurden 1 x 105 Zellen 
ausgesät. Das Aktin-Zytoskelett der Zellen wurde mit ALEXA 568-konjugiertem Phalloidin 
markiert. Die intrazellulär gebildeten WPBs wurden mit VWF-spezifischen Antikörpern und 
fluoreszierenden Zweitantikörpern markiert und der Anteil an WPB-positiven Zellen 
fluoreszenzmikroskopisch quantifiziert. Hierbei wurden 200 Zellen pro Experiment bewertet 
und in Zellen mit WPBs oder Zellen ohne WPBs unterschieden und gezählt. Die Konfluenz 
der Zellschichten wurde durch Immunfluoreszenzfärbung des Aktin-Zytoskeletts 







Abbildung 14: Mikroskopische Quantifizierung und Visualisierung von WPBs in 
HPMEC unterschiedlicher Zelldichten. A) Das Excel-Diagramm zeigt den Prozentanteil an 
WPB-positiven HPMEC in nicht konfluenten, sub-konfluenten und konfluenten in-vitro-
Zellkulturen. Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichung aus drei 
unabhängigen Experimenten. B-E) Visualisierung der WPBs in nicht konfluenten (B) sub-
konfluenten (C) und konfluenten (D und E) HPMEC-Schichten. Abbildung E ist ein 




spezifischen Antikörpern und ALEXA-488-konjugierten Antikörpern. Das Aktin-Zytoskelett 
der Zellen wurde mit Phalloidin-ALEXA 568-konjugiert markiert. Die WPBs fluoreszieren grün 
und die Aktin-Fasern der Zellen rot. Der Maßstab entspricht in allen Abbildungen 10 µm.  
 
In nicht konfluent-gewachsenen HPMEC lagen die Zellen einzeln und die Menge an WPB-
positiven Zellen betrug nur 7,0 % ± 3,1 % der bewerteten Zellen (Abb. 14 A und B). In semi-
konfluent gewachsenen HPMEC enthielten 33.31 % ± 8,03 % der gesamten Zellen WPBs 
(Abb. 14 A und C), während bei einer konfluenten HPMEC-Zellschicht 68,03 % ± 6,05 % der 
quantifizierten Zellen WPB-positiv waren (Abb. 14 A, D und E). Diese Ergebnisse 
unterstützen die Studien von Howell und Kollegen und zeigen, dass die WPB-Bildung in 
Endothelzellen mit der Konfluenz der Endothelschicht korreliert.  
 
 
4.5.2 Quantitative Bestimmung des Konfluenzstatus von HPMEC 
 
Eine genaue Quantifizierung des Konfluenzstatus ist durch Verwendung eines cellZscope®- 
Messgerätes (NanoAnalytics, Deutschland) möglich, dass die biologische Impedanz durch 
Messung des transendothelialen Widerstandes (TER) und der elektrischen die Kapazität 
(Ccl)bestimmt. Der elektrische Widerstand und die elektrische Kapazität sind geeignete 
Parameter um die Permeabilität von Zellschichten zu messen. Zur genauen Analyse der 
Konfluenz wurden HPMEC über mehrere Tage im Zweikammer-Transwell-System kultiviert 
und der elektrische Widerstand (TER) und die elektrische Kapazität (Ccl) mit dem 
cellZscope® (NanoAnalytics, Deutschland) gemessen und anschließend mit der 
cellZscope®-Software ausgewertet. Die Messung erfolgt transendothelial über zwei 
Elektroden, die über und unter der Zellschicht angebracht sind. In Abb. 14 A und B ist 
repräsentativ der Verlauf der Widerstands- und Kapazitätsmessungen während einer 
HPMEC-Kultivierung im Vergleich zum Zellkulturmedium dargestellt. Die Messungen 
erfolgten automatisiert jede Stunde für einen Zeitraum von 10 Tagen. Während der 








Abbildung 15: Messung des elektrischen Widerstandes und der Kapazität von HPMEC 
während der Kultivierung. HPMEC wurden im Zweikammer-Transwell-System im 
CellZscope-Modul für 240 Std. kontinuierlich bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert und der 
elektrische Widerstand (A) und die elektrische Kapazität (B) der proliferierenden Zellschicht 
automatisiert in 1 Std.-Intervallen gemessen. Die Diagramme zeigen den Verlauf der 
Messungen mit HPMEC (schwarze Linie) und mit Zellkulturmedium (orange Linie). Während 




Im Verlauf der Kultivierung der HPMEC war ein Anstieg des transendothelialen 
Widerstandes zu beobachten. Beim zellfreien Zellkulturmedium erfolgte auch nach 240 Std. 
kein Anstieg des Widerstandes. Nach Kultivierungszeiträumen von 75 Std., 120 Std. und 
175 Std. wurde das Zellkulturmedium gewechselt (siehe MW in Abb. 15 A und B). Nach 
230 Std. erreichten die Widerstandswerte der HPMEC ein Plateau von 25 Ω/cm2 ± 0,5 Ω/cm2 
(Abb. 15 A). Der elektrische Widerstand des Zellkulturmediums erreichte einen Maximalwert 
von 8 Ω/cm2 ± 1 Ω/cm2, der weitaus geringer war als der elektrische Widerstand der HPMEC 
(Abb. 15 A). Die Kapazitätswerte zeigten ebenfalls deutliche Unterschiede in der Messung 
der HPMEC zur Messung des Zellkulturmediums. Die elektrische Kapazität der HPMEC 
betrug 0,5 µF/cm2 ± 0,12 µF/cm2, während die zellfreie Kontrolle eine Kapazität von 
14 µF/cm2 ± 0,5 µF/cm2 aufwies (Abb. 15 B).  
 
 
4.6 Korrelation der Pneumokokkenadhärenz und der WPB-Menge in 
HPMEC 
 
4.6.1 Adhärenz von S. pneumoniae an WPB-positive HPMEC und WPB-negative 
HPMEC 
 
Zur Untersuchung der Adhärenz von Pneumokokken an WPB-positive oder WPB-negative 
Zellen, wurden in-vitro-Zellkulturinfektionen durchgeführt. Die Adhärenz von S. pneumoniae 
st35A und S. pneumoniae st35A∆ply an WPB-positive oder WPB-negative HPMEC wurde im 
Zeitverlauf von 0,5 Std. bis 4,5 Std. fluoreszenzmikroskopisch quantifiziert. Es wurden drei 
unabhängige Experimente durchgeführt und die adhärenten Pneumokokken von jeweils 30 






Abbildung 16: Adhärente Pneumokokken an WPB-positiven und WPB-negativen 
Lungenendothelzellen. HPMEC wurden für 0,5 Std.; 1 Std.; 1,5 Std.; 2,0 Std.; 2,5 Std.; 
3,0 Std.; 3,5 Std.; 4,0 Std. und 4,5 Std. mit Pneumokokken infiziert und anschließend mit 
Pneumokokken-spezifischen Antikörpern und fluoreszierenden Zweitantikörpern markiert. 
Die Detektion der WPBs erfolgte durch Markierung mit VWF-spezifischen Antikörpern aus 
der Maus und Maus-spezifischen ALEXA 488-konjugierten Zweitantikörpern. A) Infektion mit 
S. pneumoniae st35A und B) Infektion mit S. pneumoniae st35A∆ply. Die Diagramme zeigen 
den Mittelwert und die Standardabweichung aus drei unabhängigen Experimenten für jeden 
Zeitpunkt der Infektion.  
 
Die Menge adhärenter Pneumokokken an WPB-negativen HPMEC war bei beiden 
Bakterienstämmen größer als an WPB-positive HPMEC. Die Zahlen adhärenter 
S. pneumoniae st35A an WPB-negative HPMEC stiegen im Infektionsverlauf zwischen 
0,5 Std. bis 2,0 Std. an und betrugen 2,5 Std. nach Infektion 9 ± 1 Bakterien pro Zelle (Abb. 
16 A). Die Pneumolysin-defiziente Mutante adhärierte in vergleichbaren Mengen an WPB-
negative HPMEC und erreichte 2,0 Std. nach Infektion maximale Zahl der adhärenten 
Bakterien von 9 ± 1 Bakterien pro Zelle (Abb. 16 B). Nach einer Infektionsdauer von 3,0 Std. 
wurden die Mengen der adhärenten Pneumokokken an WPB-negativen Zellen bei beiden 
Bakterienstämmen weniger. Die niedrigsten Anzahlen adhärenter Bakterien an WPB-
negativen Zellen nach mehr als 2,5 Std. der Infektion wurden beim Wildtyp 3,5 Std. nach 
Infektionsstart und bei der Mutante 3,0 Std. nach dem Infektionsstart quantifiziert. Die 
Mengen der adhärenten Bakterien betragen 7 ± 1 Wildtyp-Bakterien nach Infektion von 3,5 




und B). Die Zahl der adhärenten Bakterien des Wildtyps und der Mutante an WPB-positive 
Endothelzellen stiegen zu jeden Infektionszeitpunkt nicht über 2 ± 1 Wildtyp-Pneumokokken 
pro Zelle bzw. 4 ± 1 Pneumolysin-defiziente Pneumokokken pro Zelle (Abb. 16 A und B).  
 
 
4.6.2 Anteil WPB-positiver und WPB-negativer HPMEC im Infektionsverlauf mit 
Pneumokokken  
 
Zur Bestimmung des Anteils WPB-positiver bzw. WPB-negativer Zellen im Verlauf einer 
Pneumokokkeninfektion wurden HPMEC im Zeitverlauf von 0,5 Std. bis 4,5 Std. mit 
Pneumokokken infiziert und der Anteil der WPB-positiven und WPB-negativen Zellen 
fluoreszenzmikroskopisch quantifiziert. Zur Kontrolle wurde der Anteil der WPB-positiven und 
WPB-negativen HPMEC von nicht-infizierten Zellen bestimmt. Es wurden drei unabhängige 
Experimente durchgeführt und jeweils 200 Zellen pro Zeitpunkt quantifiziert und die 
Mittelwerte berechnet. In Abb. 17 ist der Anteil der WPB-positiven Zellen an der 
Gesamtzellzahl für jeden Zeitpunkt dargestellt.  
 
 
Abbildung 17: Quantifizierung von WPB-positiven HPMEC nach Infektion mit 
Pneumokokken. Darstellung des Anteils der WPB-positiven Zellen für die Zeitpunkte der 
Infektion von 0,5 Std. bis 4,5 Std. (rote Linie) im Vergleich zum Anteil der WPB-positiven 




mit S. pneumoniae st35A und B) nach Infektion mit S. pneumoniae st35A∆ply. Die Detektion 
der WPBs erfolgte durch Immunfluoreszenzmarkierung von VWF. Die 
Standardabweichungen wurden aus drei unabhängigen Experimente berechnet.  
 
Im Verlauf der Infektion mit S. pneumoniae st35A nahm der Anteil der WPB-positiven 
HPMEC in Relation zur Gesamtzellzahl von 54,14 % ± 6,23 % auf 33,27 % ± 6,54 % bis zur 
Infektionsdauer von 4,5 Std. ab (Abb. 17 A). Der prozentuale Anteil der WPB-positiven Zellen 
nahm im Infektionsverlauf mit der Pneumokokken-Mutante von 61,29 % ± 2,78 % beim 
Infektionsstart auf 31,04 % ± 1,58 % zwischen 1,5 Std. und 2,0 Std. nach Infektionsstart ab 
(Abb. 17 B). Zwischen 3,0 Std. und 3,5 Std. nach Infektionsstart stieg die prozentuale Menge 
der WPB-positiven Zellen im Bezug zur Gesamtzellzahl auf 43,77% ± 10,66% beim Wildtyp 
und 58,8% ± 9,98% bei der Mutante und sank nach 4,0 Std. wieder auf 33,84 % ± 7,61 % 
beim Wildtyp und 41,87% ± 9,98% bei der Mutante (Abb. 17 A und B). Nach 4,5 Std. 
Infektion mit dem Wildtyp war der prozentuale Anteil der WPB-positiven Zellen vergleichbar 
mit dem Wert nach 4,0 Std. und lag bei 33,27% ± 6,54% (Abb. 17 A). Bei der Pneumolysin-
defizienten Mutante stieg der Wert der WPB-positiven Zellen im Bezug zur Gesamtzellzahl 
wieder auf 53,33% ± 11,24% an (Abb. 17 B). 
 
 
4.6.3 Visualisierung der Menge adhärenter Pneumokokken und WPBs in 
infizierten Lungenendothelzellen 
 
In fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurden die adhärenten Pneumokokken an 
HPMEC und die WPBs in den Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten der Infektion visualisiert. 
Die Lungenendothelzellen wurden mit S. pneumoniae st35A und S. pneumoniae st35A∆ply 
für 0,5 Std., 2,5 Std., 3,5 Std. und 4,5 Std. infiziert. Im Anschluss wurden die Pneumokokken 
mit Pneumokokken-spezifischen Antiseren und ALEXA-568-konjugierten Zweitantikörpern 
markiert. Die Immunfluoreszenzfärbung der WPBs erfolgte mit VWF-spezifischen primären 
Antikörpern und ALEXA 488-konjugierten Zweitantikörpern. Die Aufnahmen erfolgten am 
Fluoreszenzmikroskop Axio Observer Z1 (Zeiss) mit der Kamera AxioCamHRm (Zeiss) und 
die Software Axio Vision 4.7 (Zeiss). Die Abbildungen repräsentieren Z-Projektionen von 






Abbildung 18: Visualisierung adhärenter Pneumokokken an HPMEC und WPBs in den 
Zellen zu verschiedenen Zeiten der Infektion. Die Abbildungen zeigen die Menge 




in HPMEC zu unterschiedlichen Infektionszeitpunkten. HPMEC wurden für 0,5 Std. (A und 
B), 2,5 Std. (C und D), 3,5 Std. (E und F) und 4,5 Std. (G - J) mit S. pneumoniae st35A und 
S. pneumoniae st35A∆ply infiziert. Adhärente Pneumokokken wurden mit Pneumokokken-
spezifischen Antikörpern und ALEXA 568-konjugierten Zweitantikörpern detektiert und 
erscheinen rot, während WPBs mit VWF-spezifischen Antikörpern und ALEXA 488-
konjugierten Zweitantikörpern detektiert wurden und grün erscheinen. Die Aufnahmen I und 
J sind Ausschnitte aus G und H (siehe Markierung). Der Maßstab entspricht 10 µm.  
 
In Abbildung 18 A-J wurden die Menge adhärenter Pneumokokken im Verlauf der Infektion 
und die Anzahl an WPBs in der Zelle fluoreszenzmikroskopisch dargestellt. Die Menge der 
adhärenten Wildtyp-Pneumokokken war nach Infektion von 0,5 Std. (Abb. 18 A und B), 
2,5 Std. (Abb. 18 C und D) und 3,5 Std. (Abb. 18 E und F) vergleichbar mit der Menge der 
adhärenten Pneumolysin-defizienten Pneumokokken nach den jeweiligen 
Infektionszeitpunkten. Längere Infektionszeiten führten bei beiden Stämmen zu höheren Zahl 
der adhärenten Bakterien der Bakterien. Während des Infektionsverlaufes wurde der 
prozentuale Anteil an WPB-positiven Zellen weniger, während die Menge WPB-negativer 
Zellen zunahm (Abb. 18 G – J). Nach 4,5 Std. Infektion adhärierten an den WPB-positiven 
HPMEC weniger Pneumokokken als an den WPB-negativen HPMEC.  
 
 
4.7 Quantifizierung von VWF und IL-8 Im Zellkulturüberstand von 
infizierten Endothelzellen 
 
Die Untersuchung zur Adhärenz von Pneumokokken an WPB-positive und -negative Zellen 
und die Untersuchung des Anteils von WPB-positiven Zellen nach Infektion mit 
Pneumokokken deuten darauf hin, dass die Pneumokokkenadhärenz die WPB-Exozytose 
aus HPMEC stimuliert. Um diese These näher zu untersuchen, wurden quantitative Analysen 
zur Detektion sekretierter WPB-Komponenten durchgeführt. WPBs enthalten das Zytokin IL-
8 und VWF, ein multimeres Glykoprotein mit essentiellen Funktionen in der Hämostase 
(Fiedler et al., 2004; Valentijn et al., 2011; Rondaij et al., 2006). Zur Bestimmung der VWF- 
und IL-8-Konzentrationen im Zellkulturüberstand von Pneumokokken-infizierten HPMEC 
wurden die Zellen im Zeitverlauf von 0,5 Std. bis 4,5 Std. mit dem Pneumokokken-Wildtyp 




durch ELISA-basierte Analysen quantifiziert. Zur Kontrolle wurden die VWF- und IL-8-




Abbildung 19: Quantitative Analyse sekretierter WPB-Bestandteile im Infektionsverlauf 




und S. pneumoniae st35A∆ply (blaue Linie) im Zeitverlauf von 0,5 Std. bis 4,5 Std. infiziert. 
Anschließend wurde die Konzentration von VWF (A) und IL-8 (B) im Zellkulturüberstand der 
infizierten Zellen in ELISA-basierten Analysen mit spezifischen Antikörpern quantifiziert. Die 
grüne Linie zeigt die VWF- und IL-8-Konzentrationen im Zellkulturüberstand von nicht-
infizierten HPMEC. Die Quantifizierung der VWF-Konzentrationen im Zellkulturüberstand 
erfolgte durch VWF-ELISA-Analysen. Die VWF-Konzentrationen wurden in U / ml bestimmt. 
Die IL-8-Konzentrationen wurde in ng/ml mit dem IL-8-ELISA Kit von Becton Dickinson 
bestimmt. Die Diagramme zeigen die Mittelwerte und die Standardabweichungen der 
Konzentrationen aus drei unabhängigen Analysen.  
 
Die Ergebnisse der ELISA-Analysen zeigen den Anstieg der VWF-Konzentration im 
Zellkulturüberstand der Infektion von HPMEC mit S. pneumoniae st35A und S. pneumoniae 
st35A∆ply (Abb. 19 A, rote und blaue Linie). Der erste Anstieg der VWF-Konzentration 
erfolgte nach 1,5 Std. Infektion von 0,06 U/ml ± 0,01 U/ml beim Start der Infektion mit 
S. pneumoniae st35A auf 0,44 U/ml ± 0,03U/ml nach 2,5 Std. Infektion und von 
0,06 U/ml ± 0,01 U/ml beim Start der Infektion auf 0,35 U/ml ± 0,04 U/ml nach 2,5 Std. 
Infektion mit S. pneumoniae st35A∆ply (Abb. 19 A). Nach 3,0 Std. Infektion mit dem Wildtyp 
und der Pneumolysinmutante war die VWF-Konzentration im Zellkulturüberstand geringer als 
0,5 Std. zuvor und betrug 0,35 U/ml ± 0,04 U/ml beim Wildtyp und 0,29 U/ml ± 0,02 U/ml bei 
der Mutante (Abb. 19 A, st35A und st35A∆ply). Im weiteren Verlauf der Infektion stieg die 
Menge an VWF auf ein Maximum von 0,52 U/ml ± 0,03 U/ml nach 4,5 Std. Infektion mit dem 
Wildtyp und 0,43 U/ml ± 0,01 U/ml nach 4,5 Std. Infektion mit der Mutante (Abb. 19 A). Die 
VWF-Konzentration im Zellkulturüberstand von nicht-infizierten HPMEC stieg von 
0,12 U/ml ± 0,03 U/ml beim Inkubationsstart auf 0,23 U/ml ± 0,02 U/ml nach 2,0 Std. 
Inkubation an, verlief dann konstant bis zu einem Wert von 0,19 U/ml ± 0,04 U/ml nach 
4,5 Std. (Abb. 19 A, grüne Linie). Die Konzentration des VWF in infizierten HPMEC war ab 
einer Infektionsdauer von 2,0 Std. bis zu 4,5 Std. signifikant höher als in nicht-infizierten 
Zellen (Abb. 19 A). Des Weiteren führte die Infektion von HPMEC mit Pneumokokken zu 
einem Anstieg der IL-8-Konzentration im Zellkulturüberstand (Abb. 19 B, rote und blaue 
Linie). Die IL-8-Konzentration im Zellkulturüberstand betrug beim Infektionsstart 
0,25 ng/ml ± 0,01 ng/ml beim Wildtyp und 0,22 ng/ml ± 0,08 ng/ml bei der Pneumolysin-
defizienten Mutante (Abb. 19 B). Nach 4,5 Std. der Infektion mit S. pneumoniae st35A betrug 
die IL-8-Konzentration 1,07 ng/ml ± 0,01 ng/ml und erreichte 4,5 Std. nach der Infektion mit 
S. pneumoniae st35A∆ply eine vergleichbare Konzentration von 0,98 ng/ml ± 0,003 ng/ml 
(Abb. 19 B). Die IL-8-Konzentration der nicht-infizierten HPMEC zeigte einen leichten 




nach 4,5 Std. (Abb. 19 B, grüne Linie). Die IL-8-Konzentration im Zellkulturüberstand der 
infizierten HPMEC war über die gesamte Infektionsdauer von 0,5 Std. bis 4,5 Std. signifikant 
höher als die IL-8-Konzentration der nicht-infizierten HPMEC (Abb. 19 B). Die Ergebnisse 




4.8 VWF-Sekretion durch Pneumokokkenmembranproteine  
 
Viele Oberflächenfaktoren von S. pneumoniae sind an Wirt-Pathogen-Interaktionen beteiligt 
(Bergmann und Hammerschmidt, 2006). Um die Funktion der 
Pneumokokkenmembranproteine in der Adhärenz-vermittelten WPB-Exozytose zu 
untersuchen, wurden die Membranproteine von S. pneumoniae st35A und S. pneumoniae 
st35A∆ply präpariert und für 2,5 Std. mit HPMEC inkubiert. Die Zellen wurden mit 4,0 µg/ml 
Membranproteinen inkubiert. Diese Menge entspricht der Oberflächenproteinmenge von 
1 x 107 Bakterien, mit denen die Zellen in Zellkulturinfektionsexperimenten infiziert wurden. 
Des Weiteren wurden HPMEC mit 4,0 µg/ml einer Lipopolysaccharidpräparation (LPS) von 
Salmonella typhimurium und 4,0 µg/ml einer Lipoteichonsäurepräparation (LTA) von 
Staphylococcus aureus inkubiert. Anschließend wurden die VWF-Konzentrationen im 
Zellkulturüberstand quantifiziert. Als Kontrolle erfolgte die Bestimmung der VWF-Menge im 






Abbildung 20: Quantifizierung der VWF-Konzentrationen im Zellkulturüberstand nach 
Inkubation von HPMEC mit Membranproteinen, LPS und LTA. HPMEC wurden mit 
4,0 µg/ml einer Membranproteinpräparation des Pneumokokken-Serotyps 35A (MP st35Awt) 
bzw. der Pneumolysin-defizienten Mutante (MP st35A∆ply), LPS oder LTA für 2,5 Std. 
inkubiert. Parallel wurden HPMEC mit S. pneumoniae st35A (st35A) und S. pneumoniae 
st35A∆ply (st35A∆ply) für 2,5 Std. infiziert. Die VWF-Konzentrationen im Zellkulturüberstand 
wurden durch ELISA-Analysen mit VWF-spezifischen Antikörpern quantifiziert. Die 
Konzentrationsbestimmung von VWF im Zellkulturüberstand von nicht-infizierten Zellen 
diente als Kontrolle. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei 
unabhängigen Experimenten. *) Statistische Signifikanz der VWF-Konzentrationen im 
Zellkulturüberstand der infizierten und inkubierten HPMEC gegenüber der VWF-
Konzentration im Zellkulturüberstand von nicht-infizierten Zellen (p<0,05). 
 
Die Inkubation von HPMEC mit Pneumokokkenmembranproteinen führte zu signifikant 
höheren VWF-Konzentrationen im Zellkulturüberstand im Vergleich zu infizierten und nicht-
infizierten Zellen (Abb. 20). Im Zellkulturüberstand von HPMEC, die mit S. pneumoniae 
st35A infiziert waren, wurden 0,66 U/ml ± 0,1 U/ml VWF quantifiziert (Abb. 20). Bei der 
Mutante betrug die VWF-Konzentration im Zellkulturüberstand 0,35 U/ml ± 0,01 U/ml VWF 
(Abb. 20). Die Bestimmung der VWF-Konzentration im Zellkulturüberstand nach Inkubation 
mit Pneumokokkenmembranproteinen des Wildtyps ergab die dreifache Menge VWF im 
Zellkulturüberstand als bei HPMEC nach Infektion mit dem Wildtyp. Die Konzentration des 




(Abb. 20). Die Quantifizierung der VWF-Konzentration im Zellkulturüberstand von HPMEC, 
die mit Membranproteinen der Mutante inkubiert waren, ergab eine mehr als zweifache 
Konzentration von 0,96 U/ml ± 0,13 U/ml VWF als nach Infektion mit der Mutante (Abb. 20). 
Im Gegensatz zu den hohen Werten der VWF-Menge durch die 
Pneumokokkenmembranproteine, ist die VWF-Konzentration im Zellkulturüberstand nach 
Inkubation mit LPS und LTA geringer. Die VWF-Konzentration betrug nach Inkubation mit 
LPS 0,38 U/ml ± 0,05 U/ml VWF und nach Inkubation mit LTA 0,44 U/ml ± 0,04 U/ml VWF 
(Abb. 20). Die VWF-Konzentrationen im Zellkulturüberstand nach Inkubation mit LPS oder 
LTA waren im Vergleich zu der VWF-Konzentration im Zellkulturüberstand von nicht-
infizierten Zellen signifikant höher (p<0,05). 
 
 
4.9 Induktion der WPB-Exozytose durch Hitze-inaktivierte 
Pneumokokken 
 
Um den Einfluss der Adhärenz von Pneumokokken auf die WPB-Exozytose detaillierter zu 
analysieren, wurden Lungenendothelzellen mit Hitze-inaktivierten Pneumokokken inkubiert. 
Durch die Hitze-Inaktivierung wurden die Bakterien abgetötet. Nach 2,5 Std. Inkubation der 
HPMEC mit Hitze-inaktivierten Pneumokokken wurde der Anteil der WPB-positiven Zellen im 
Bezug zur Gesamtzellzahl fluoreszenzmikroskopisch quantifiziert. Als Kontrolle wurde der 
Anteil der WPB-positiven Zellen in infizierten HPMEC und in nicht-infizierten HPMEC  
fluoreszenzmikroskopisch bestimmt. Dazu wurden die Zellen mit S. pneumoniae st35A und 
S. pneumoniae st35A∆ply für 2,5 Std. infiziert. Es wurden drei unabhängige Experimente 
durchgeführt und je Experiment 200 Zellen ausgezählt. Zur Kontrolle der vollständigen Hitze-






Abbildung 21: Anteil der WPB-positiven HPMEC nach Inkubation mit Hitze-
inaktivierten Pneumokokken. Das Diagramm zeigt den prozentualen Anteil der WPB-
positiven HPMEC im Bezug zur Gesamtzellzahl nach einer Infektion mit Hitze-inaktivierten 
Pneumokokken (H.-i. st35A). Zum Vergleich wurden die WPB-positiven HPMEC im Bezug 
zur Gesamtzellzahl nach Infektion mit lebenden Pneumokokken (st35A) und bei nicht-
infizierten HPMEC (n. inf.) quantifiziert. Die Quantifizierung erfolgte nach 
Immunfluoreszenzfärbung und fluoreszenzmikroskopischer Auswertung. Die 
Standardabweichung wurde aus den Werten von drei unabhängigen Experimenten 
berechnet. *) Signifikanz der Unterschiede im prozentualen Anteil an WPB-positiven 
infizierten Zellen zum Anteil von WPB-positiven nicht-infizierten Zellen (p<0,05). 
 
Die Inkubation von HPMEC mit Hitze-inaktivierten Pneumokokken führte zu einem 
geringeren prozentualen Anteil der WPB-positiven HPMEC im Bezug zur Gesamtzellzahl. 
Der Anteil der WPB-positiven HPMEC im Bezug zur Gesamtzellzahl betrug nach Inkubation 
mit Hitze-inaktivierten Pneumokokken 46,67 % ± 2,82 % für S. pneumoniae st35A und 
43,94 % ± 4,55 % für S. pneumoniae st35A∆ply und gleicht dem prozentualen Anteil der 
WPB-positiven HPMEC nach Infektion mit lebenden Pneumokokken mit 46,56 % ± 3,33 % 
für den Wildtyp und 44,98 % ± 2,57 % für die Mutante (Abb. 21). Im Gegensatz dazu war der 
Anteil der WPB-positiven HPMEC in nicht-infizierten Zellen mit 67,95 % ± 0,97 % signifikant 
höher (Abb. 21). Diese Ergebnisse zeigen, dass sowohl die Infektion mit lebenden als auch 





4.10 Stimulierung der VWF-Sekretion durch bekapselte Serotyp 2 
Pneumokokken 
 
Zur Untersuchung der Induktion der WPB-Exozytose durch stark bekapselte Pneumokokken-
Serotypen wurden HPMEC mit S. pneumoniae D39 infiziert. S. pneumoniae D39 ist ein stark 
bekapseltes und stark virulentes Serotyp 2-Isolat. Um die Funktion der Polysaccharidkapsel 
der Pneumokokken und den Einfluss der Sekretion von Pneumolysin festzustellen, wurden 
in-vitro-Infektionsexperimente mit Kapsel- und Pneumolysinmutanten des Serotyp 2 
durchgeführt. Die Zellen wurden für 2,5 Std. mit dem Wildtyp, einer Pneumolysinmutante, 
einer Kapselmutante und einer Doppelmutante für das Pneumolysingen und den 
Kapselgenkomplex infiziert. Bei der Pneumolysinmutante erfolgte die Deletion des 
Pneumolysingens. Dadurch exprimieren die Pneumokokken kein Pneumolysin. Bei der 
Kapselmutante wurden die Gene des Kapselgenlocus deletiert. Diese Bakterien können 
keine Kapsel synthetisieren. Die Doppelmutante kann weder Pneumolysin exprimieren, noch 
eine Kapsel bilden. Nach der Infektion der Zellen wurden die VWF-Konzentrationen im 
Zellkulturüberstand quantifiziert.  
 
 
Abbildung 22: VWF-Konzentration im Zellkulturüberstand von HPMEC nach Infektion 
mit S. pneumoniae st2 und Kapsel- bzw. Pneumolysinmutanten des Serotyp 2. HPMEC 
wurden mit dem Wildtyp (wt), einer Pneumlysin-Mutante (∆ply), einer Kapselmutante (∆cps) 
und einer Doppelmutante (∆ply∆cps) für 2,5 Std. infiziert und die VWF-Konzentration im 




Konzentration im Überstand nicht-infizierter HPMEC untersucht. *) Signifikanz der 
Unterschiede der VWF-Konzentration im Zellkulturüberstand infizierter Zellen im Vergleich zu 
nicht-infizierten Zellen (p<0,05). 
 
Die Infektion von HPMEC mit dem Serotyp 2 und den Mutanten des Serotyp 2 resultierte wie 
bei dem Serotyp 35A in einer Sekretion von VWF in den Zellkulturüberstand. Die VWF-
Konzentration im Zellkulturüberstand betrug nach Infektion mit dem Wildtyp 
0,35 U/ml ± 0,02 U/ml und war signifikant höher als die Konzentration bei nicht-infizierten 
Zellen (Abb. 22). Nach Infektion mit der Kapselmutante des Serotyp 2 (st2∆cps), die keine 
Kapselpolysaccharide synthetisiert, wurden deutlich höhere VWF-Konzentrationen von 
0,49 U/ml ± 0,04 U/ml als nach Infektion mit dem stark bekapselten Wildtyp quantifiziert 
(Abb. 22). Im Gegensatz dazu war die VWF-Konzentration von 0,23 U/ml ± 0,02 U/ml nach 
Infektion mit der Pneumolysin-defizienten Mutante (st2∆ply) geringer als die VWF-
Konzentration nach Infektion mit dem Wildtyp (Abb. 22). Die Doppelmutante (st2∆ply∆cps) 
induzierte die VWF-Sekretion in vergleichbaren Konzentrationen wie die Pneumolysin-
defiziente Mutante. Die VWF-Konzentration im Zellkulturüberstand nach Infektion mit der 
Doppelmutante betrug 0,23 U/ml ± 0,02 U/ml (Abb. 22). Die Konzentration des VWF im 
Zellkulturüberstand von nicht-infizierten Zellen betrug 0,08 U/ml ± 0,01 U/ml und war 
signifikant geringer als die Konzentrationen des VWF im Zellkulturüberstand der infizierten 
Zellen (Abb. 22). Die Ergebnisse der Analyse demonstrieren, dass die Sekretion von VWF 
aus Lungenendothelzellen durch den stark bekapselten Serotyp 2 induziert wird. Die 
Infektion mit Bakterien, die keine Polysaccharidkapsel synthetisieren, führte zu höheren 
VWF-Konzentrationen im Zellkulturüberstand als die Infektion der Zellen mit dem Wildtyp. 
Darüber hinaus bestätigen die Ergebnisse mit der Pneumolysin-defizienten Mutante und der 
Doppelmutante, dass Pneumolysin die Sekretion von VWF aus HPMEC stimuliert.  
 
 
4.11 Stimulierung der VWF-Sekretion durch andere 
Bakterienstämme 
 
In den bisherigen Experimenten wurde die Stimulierung der VWF-Sekretion durch 
Pneumokokken gezeigt. Zur Untersuchung der Stimulierung der VWF-Sekretion von 
Lungenendothelzellen durch verschiedene Bakterienstämme, wurden HPMEC mit 




Staphylococcus aureus st3, Streptococcus canis G361 und Streptococcus pyogenes S33 für 
2,5 Std. infiziert. Zum Vergleich mit Pneumokokken wurden die HPMEC parallel mit 
S. pneumonie st35A und S. pneumonie st35A∆ply infiziert. Die Infektion erfolgte bei den 
Pneumokokken, E. coli, P. aeruginosa, N. meningitidis und S. aureus mit einer MOI 50. Um 
eine Schädigung der HPMEC durch zu hohe Bakterienmengen zu mindern, erfolgte die 
Infektion mit S. canis und S. pyogenes mit einer MOI 5. 
 
 
Abbildung 23: Quantifizierung der VWF-Konzentrationen im Zellkulturüberstand nach 
Infektion von HPMEC mit verschiedenen Bakterienstämmen. HPMEC wurden mit 
S. pneumonie st35A (st35Awt), S. pneumonie st35A∆ply (st35A∆ply), Echerischia coli DH5α, 
Pseudomonas aeruginosa PA1, Neisseria meningitidis N4, Staphylococcus aureus st3, 
Streptococcus canis G361 und Streptococcus pyogenes S33 für 2,5 Std. infiziert. 
Anschließend wurden die VWF-Konzentrationen im Zellkulturüberstand durch ELISA-
Analysen bestimmt. Als Kontrolle wurde die VWF-Konzentration im Zellkulturüberstand von 
nicht-infizierten HPMEC quantifiziert. Das Diagramm zeigt die Mittelwerte und 
Standardabweichungen von drei unabhängigen Experimenten. *) Signifikanz der 
Unterschiede zwischen der VWF-Konzentration der infizierten Zellen und der VWF-





Die Infektion von HPMEC mit verschiedenen Bakterienstämmen führte bei jedem 
Bakterienstamm zu einer signifikant höheren VWF-Konzentration im Zellkulturüberstand im 
Vergleich zur VWF-Konzentration im Zellkulturüberstand von nicht-infizierten Zellen (Abb. 
23). Die VWF-Konzentrationen im Zellkulturüberstand der Bakterienstämme waren sehr 
unterschiedlich. Die höchste VWF-Konzentration von 2,0 U/ml ± 0,05 U/ml induzierte 
S. aureus st3, die niedrigste Konzentration von 0,24 U/ml ± 0,02 U/ml VWF induzierte 
N. meningitidis N4 (Abb. 23). Die VWF-Konzentration im Zellkulturüberstand nach Infektion 
mit S. aureus st3 ist doppelt so hoch wie die VWF-Konzentration nach der Infektion mit dem 
Pneumokokken-Wildtyp. Die Infektion mit S. pneumoniae st35A stimulierte die HPMEC zur 
Sekretion von 0,8 U/ml ± 0,1 U/ml VWF (Abb. 23). Diese Konzentration ist vergleichbar mit 
der VWF-Konzentration von 0,8 U/ml ± 0,15 U/ml nach Infektion mit P. aeruginosa (Abb. 23). 
Die Infektion mit der Pneumokokken-Mutante führte zu einer Konzentration von 
0,36 U/ml ± 0,05 U/ml VWF im Zellkulturüberstand und war vergleichbar mit den 
Konzentrationen nach Infektion mit E. coli DH5α, S. canis G361 und S. pyogenes S33. Die 
VWF-Konzentration nach Infektion mit E. coli DH5α betrug 0,36 U/ml ± 0,03 U/ml, nach 
Infektion mit S. canis G361 0,33 U/ml ± 0,03 U/ml und nach Infektion mit S. pyogenes S33 
0,3 U/ml ± 0,01 U/ml (Abb. 23). 
 
 
4.12 Stimulierung der VWF-Sekretion durch sekretierte 
Pneumokokkenproteine 
 
In den vorangegangen Versuchen wurde hauptsächlich der Einfluss der Pneumokokken und 
ihrer Zellwandproteine auf die Sekretion von VWF aus Endothelzellen untersucht. Um den 
Einfluss von sekretierten Pneumokokkenfaktoren auf die VWF-Sekretion zu untersuchen, 
wurde ein Zweikammer-Transwell-System benutzt. HPMEC wurden auf dem Boden des 
Zweikammer-Transwell-Systems bis zum Erreichen einer konfluenten Zellschicht kultiviert. 
Im Verlauf der Infektion mit dem Serotyp 35A und dem Serotyp 35A∆ply wurden die 
Pneumokokken durch eine semipermeable Membran  von den HPMEC getrennt. Der 
Porendurchmesser der Membranporen betrug 0,4 µm und war für eine 
Pneumokokkentransmigration undurchlässig. Nach einer Inkubationszeit von 2,5 Std. wurde 
die VWF-Konzentration in dem Zellkulturmedium der unteren Kammer quantifiziert. Als 
Kontrolle wurden HPMEC mit S. pneumoniae st35A und S. pneumoniae st35A∆ply in einer 





Abbildung 24: VWF-Konzentration im Zellkulturmedium nach Stimulierung von HPMEC 
durch sekretierte Pneumokokkenfaktoren. HPMEC wurden auf dem Boden eines 
Zweikammer-Transwell-Systems kultiviert und mit dem Pneumokokken-Wildtyp (st35Awt im 
TW) und der Mutante (st35A∆ply im TW) in der oberen Kammer des Systems für 2,5 Std. 
inkubiert. Die Bakterien in diesem System waren durch eine semipermeable Membran von 
den Zellen getrennt. Zum Vergleich wurden HPMEC mit dem Serotyp 35A (wt) und dem 
Serotyp 35A∆ply (∆ply) im Standardinfektionsversuch infiziert. Die VWF-Konzentrationen im 
Zellkulturüberstand wurden durch ELISA-Analysen mit spezifischen Antikörpern quantifiziert. 
Als Kontrolle wurde die VWF-Konzentration im Zellkulturmedium nicht-infizierter HPMEC 
bestimmt (n. inf.). Der Versuch wurde dreimal unabhängig voneinander durchgeführt und die 
jeweiligen Mittelwerte sind in dem Diagramm dargestellt. *) Signifikanz der Unterschiede der 
VWF-Konzentrationen nach Infektion mit Pneumokokken im Bezug zu nicht-infizierten Zellen 
(p<0,05). 
 
Die VWF-Konzentration im Zellkulturmedium der mit S. pneumoniae st35A-infizierten Zellen 
betrug 0,67 U/ml ± 0,02 U/ml VWF (Abb. 24, st35Awt), während die VWF-Konzentration nach 
der Infektion mit der Mutante 0,34 U/ml ± 0,02 U/ml VWF betrug (Abb. 24, st45A∆ply). In den 
Zellkulturüberständen der Zellen, die während der Infektion von den Pneumokokken durch 
die semipermeable Membran getrennt waren, wurden niedrigere VWF-Konzentrationen 
quantifiziert als im Zellkulturüberstand der infizierten HPMEC (Abb. 24). Die VWF-
Konzentrationen im HPMEC-Zellkulturüberstand ohne direkten Kontakt zu den 
Pneumokokken betrugen 0,39 U/ml ± 0,03 U/ml VWF nach Inkubation mit dem Wildtyp (Abb. 
24, st35Awt im TW) und 0,25 U/ml ± 0,04 U/ml VWF nach Inkubation mit der Mutante (Abb. 




niedriger als die Werte der VWF-Konzentrationen der infizierten HPMEC ohne Trennung von 
Bakterien und Zellen, aber signifikant höher als die VWF-Konzentration im Medium der nicht-
infizierten Zellen (Abb. 24). Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die Sekretion von VWF 
durch sekretierte Pneumokokkenfaktoren stimuliert wird.  
 
 
4.13 Funktion von Pneumolysin in der VWF-Sekretion  
 
In den bisherigen Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass sekretierte 
Pneumokokkenfaktoren die VWF-Sekretion aus HPMEC stimulieren. Die Analysen der VWF-
Sekretion von Lungenendothelzellen nach Infektion mit Serotyps 35A-Pneumokokken wiesen 
einen Unterschied in der VWF-Konzentration im Zellkulturüberstand zwischen dem Wildtyp 
und der Pneumolysinmutante auf. Die Infektion mit dem Wildtyp führte zu höheren VWF-
Konzentrationen im Zellkulturüberstand von HPMEC als die Mutante. Das Pneumolysin von 
Pneumokokken ist ein Cholesterin-bindendes Zytotoxin, das Transmembranporen induziert 
und zur Lyse der Wirtszelle führt (Mitchell und Mitchell, 2010). Um die Funktion dieses 
sekretierten Zytotoxins in der Stimulierung der VWF-Sekretion näher zu untersuchen, 
wurden HPMEC mit rekombinantem Pneumolysin in sublytischen Konzentrationen von 
1,0 ng/ml und 3,0 ng/ml für 2,5 Std. inkubiert. Des Weiteren erfolgte eine Koinkubation der 
Pneumolysin-defizienten Mutante und Pneumolysin. Im Anschluss wurden die VWF-
Konzentrationen der Zellkulturüberstände in ELISA-Analysen quantifiziert. Darüber hinaus 
wurden HPMEC mit 3,0 ng/ml Pneumolysin in 30 Minuten-Intervallen von 0,5 Std. bis 







Abbildung 25: VWF-Konzentration im Zellkulturüberstand nach Inkubation mit 
Pneumolysin. A) HPMEC wurden mit 1,0 ng/ml und 3,0 ng/ml Pneumolysin inkubiert und 
die VWF-Mengen im Zellkulturüberstand bestimmt. Zum Vergleich wurden die VWF-
Konzentrationen im Zellkulturüberstand nach Infektion von HPMEC mit S. pneumoniae st35A 




HPMEC mit der Mutante und mit 1,0 ng/ml Pneumolysin bzw. 3,0 ng/ml Pneumolysin 
koinkubiert. B) VWF-Konzentrationen im Zellkulturmedium nach Inkubation mit 3,0 ng/ml 
Pneumolysin in 30-Minuten-Intervallen von 0,5 Std. bis 4,5 Std. *) Signifikanz der 
Unterschiede in den VWF-Konzentrationen in den Zellkulturüberständen der Pneumokokken-
infizierten und Pneumolysin-inkubierten Zellen zu nicht-infizierten HPMEC (p<0,05). 
 
Nach Infektion der HPMEC mit S. pneumoniae st35A (st35A wt) betrug die VWF-
Konzentration im Zellkulturüberstand 0,4 U/ml ± 0,1 U/ml und nach Infektion mit der Mutante 
0,29 U/ml ± 0,11 U/ml (Abb. 25 A). Die Konzentration des VWF im Zellkulturüberstand von 
HPMEC nach Inkubation mit 1 ng/ml Pneumolysin oder 3,0 ng/ml Pneumolysin ist geringer 
als nach Infektion mit dem Wildtyp oder der Mutante. Die VWF-Konzentration nach 
Inkubation mit 1,0 ng/ml Pneumolysin betrug 0,15 U/ml ± 0,02 U/ml und nach Inkubation mit 
3,0 ng/ml Pneumolysin 0,26 U/ml ± 0,1 U/ml (Abb. 25 A). Diese Werte sind signifikant höher 
als die VWF-Konzentration von nicht-infizierten Zellen mit 0,09 U/ml ± 0,02 U/ml (Abb. 25 A). 
Die Koinkubation von HPMEC mit der Pneumolysin-defizienten Mutante und Pneumolysin 
führte zu höheren VWF-Konzentrationen im Zellkulturüberstand im Vergleich zu den VWF-
Konzentrationen nach Infektion mit der Mutante oder nach Inkubation mit Pneumolysin. Die 
VWF-Konzentration im Zellkulturüberstand nach Koinkubation von Mutante und 1,0 ng/ml 
Pneumolysin betrug 0,33 U/ml ± 0,03 U/ml und nach Koinkubation von Mutante und 
3,0 ng/ml Pneumolysin 0,38 U/ml ± 0,04 U/ml (Abb. 25 A). Die VWF-Konzentration nach 
Koinkubation von Mutante und 3,0 ng/ml Pneumolysin ist vergleichbar mit der VWF-
Konzentration im Zellkulturüberstand nach Infektion mit dem Wildtyp (Abb. 25 A). Abbildung 
25 B zeigt eine steigende VWF-Konzentration im Zellkulturüberstand von HPMEC, die mit 
3,0 ng/ml Pneumolysin in 30-Minuten-Intervallen inkubiert wurden. Die Konzentration des 
VWF erreichte bei 4,5 Std. ein Maximum von 0,4 U/ml ± 0,12 U/ml (Abb. 25 B). Diese 








4.14 Vergleich der VWF- und IL-8-Konzentration im 
Zellkulturüberstand nach Infektion mit Pneumokokken und 
Inkubation mit Histamin, Thrombin und Pneumolysin 
 
Physiologische Agonisten, wie Thrombin und Histamin stimulieren die WPB-Exozytose aus 
Endothelzellen, z. B. bei Gefäßverletzungen (Rondaij et al., 2006). Zum Vergleich der VWF- 
und IL-8-Sekretion nach Infektion von HPMEC mit Pneumokokken und nach Inkubation mit 
Pneumolysin mit der VWF- und IL-8-Sekretion nach Inkubation mit Thrombin und Histamin 
wurden HPMEC mit S. pneumoniae st35A (st35A wt), S. pneumoniae st35A∆ply (st35A∆ply), 
1 U/ml Thrombin, 1 mM Histamin und 3,0 ng/ml Pneumolysin für 2,5 Std. infiziert bzw. 
inkubiert. In ELISA-basierten Analysen wurden die VWF- und IL-8-Konzentrationen der 
Zellkulturüberstände quantifiziert. Darüber hinaus wurde die VWF-Sekretion von HPMEC 
nach Inkubation mit 1 U/ml Thrombin und 1 mM Histamin in 30-Minuten-Intervallen von 







Abbildung 26: Stimulierung der VWF-und IL-8-Sekretion durch Pneumokokken, 
Histamin, Thrombin und rekombinantem Pneumolysin. A) VWF-Konzentration im 
Zellkulturüberstand von HPMEC nach 2,5 Std. Infektion mit S. pneumoniae st35A (st35Awt) 
und S. pneumoniae st35A∆ply (st35A∆ply) im Vergleich zu der VWF-Konzentration nach 
Inkubation von HPMEC mit 1 mM Histamin (His), 1 U/ml Thrombin (Thr) sowie 3,0 ng/ml 
Pneumolysin (Ply) B) IL-8-Konzentration im Zellkulturmedium nach Infektion mit Wildtyp und 
Mutante im Vergleich zu der Konzentration nach Inkubation mit 1 mM Histamin (His), 1 U/ml 
Thrombin (Thr) sowie 3,0 ng/ml Pneumolysin (Ply). Die Liniendiagramme zeigen die VWF-
Konzentrationen im Zellkulturüberstand von HPMEC nach Inkubation mit 1 U/ml Thrombin 
(C) und 1 mM Histamin (D) in 30 Minuten-Intervallen von 0,5 Std. bis 4,5 Std. *) Signifikanz 
der VWF-und IL-8-Konzentrationen im Zellkulturüberstand der infizierten und inkubierten 
HPMEC im Bezug zu der VWF- und IL-8-Konzentration im Zellkulturüberstand von nicht-
infizierten Zellen (p<0,05). 
 
Die Inkubation von HPMEC mit Histamin, Thrombin und Pneumolysin führte zu signifikant 
höheren VWF- und IL-8-Konzentrationen im Zellkulturüberstand im Vergleich mit den VWF- 
und IL-8-Konzentrationen im Zellkulturüberstand von nicht-infizierten Zellen (Abb. 26 A und 
B). Die VWF-Konzentration nach Inkubation der HPMEC mit Histamin betrug 0,49 U/ml ± 
0,11 U/ml und ist vergleichbar mit der VWF-Konzentration von 0,52 U/ml ± 0,07 U/ml nach 
Inkubation mit Thrombin (Abb. 26 A). Nach Inkubation der Zellen mit 3,0 ng/ml Pneumolysin 
betrug die Konzentration an VWF 0,63 U/ml ± 0,12 U/ml (Abb. 26 A). Die 
Konzentrationswerte von VWF nach Inkubation mit Histamin, Thrombin und Pneumolysin 




Pneumokokken-Wildtyp. Die Infektion mit dem Wildtyp stimulierte die Sekretion von 
0,58 U/ml ± 0,03 U/ml VWF in den Zellkulturüberstand der HPMEC (Abb. 26 A). Die VWF-
Konzentration nach Infektion mit der Mutante war 0,35 U/ml ± 0,12 U/ml (Abb. 26 A). Die IL-
8-Konzentration von 0,33 ng/ml ± 0,09 ng/ml im Zellkulturmedium nach Infektion mit dem 
Pneumokokken-Serotyp 35A ist vergleichbar mit der IL-8-Konzentration von 0,28 ng/ml ± 
0,05 ng/ml nach Infektion mit der Mutante (Abb. 26 B). Die Inkubation der Zellen mit 
Histamin, Thrombin und Pneumolysin führte zu vergleichbaren IL-8-Konzentrationen im 
Zellkulturmedium wie die Infektion der Zellen mit dem Pneumokokken-Wildtyp und der 
Mutante. Die Inkubation mit Histamin induzierte die Sekretion von 0,25 ng/ml ± 0,02 ng/ml IL-
8 in das Zellkulturmedium, die Inkubation mit Thrombin 0,25 ng/ml ± 0,12 ng/ml IL-8, 
während die Pneumolysin-Inkubation zu 0,29 ng/ml ± 0,04 ng/ml IL-8 im Zellkulturüberstand 
führte (Abb. 26 B). Die VWF-Konzentrationen im Zellkulturüberstand stiegen durch 
Inkubation mit Thrombin von 0,01 U/ml ± 0,01 U/ml zum Inkubationsstartpunkt auf 
0,26 U/ml ± 0,08 U/ml nach 4,5 Std. (Abb. 26 C), während die VWF-Konzentration im 
Zellkulturüberstand von HPMEC nach Inkubation mit 1 U/ml Histamin von 
0,05 U/ml ± 0,01 U/ml VWF zum Startpunkt der Inkubation auf 0,42 U/ml ± 0,05 U/ml nach 
4,5 Std. anstiegen (Abb. 26 D). 
 
 
4.15 Zytotoxizitätsanalyse von infizierten Lungenendothelzellen 
 
Zur Kontrolle der Zellviabilität von HPMEC während der Infektion mit Pneumokokken und der 
Inkubation mit Thrombin, Histamin und Pneumolysin wurde die Menge zytoplasmatischer 
Laktatdehydrogenase (LDH) im Zellkulturüberstand von HPMEC nach Infektion mit 
Pneumokokken und Inkubation mit Thrombin, Histamin und Pneumolysin detektiert. Die 
Menge an LDH im Zellkulturüberstand nimmt während der Nekrose und Apoptose von Zellen 
zu (Anleitung des Cyto Tox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay, Promega, USA). 
HPMEC wurden mit S. pneumoniae st35A (st35A wt), S. pneumoniae st35A∆ply (st35A∆ply), 
1 U/ml Thrombin, 1 mM Histamin und 3,0 ng/ml Pneumolysin für 2,5 Std. und 4,5 Std. 
inkubiert und der Zellkulturüberstand in der Zytotoxizitätsanalyse auf LDH überprüft. Von den 
Zellen freigesetzte LDH wurde durch Messung der Absorption bei 490 nm nachgewiesen. Als 
Negativ-Kontrolle wurden nicht-infizierte HPMEC verwendet. Die LDH-Freisetzung in den 
Zellkulturüberstand nach Infektion mit Pneumokokken und der Inkubation mit Thrombin, 
Histamin und Pneumolysin wurde mit der LDH-Freisetzung von lysierten HPMEC verglichen, 




fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurden das Aktin-Zytoskelett und die WPB-Menge 
von HPMEC nach Inkubation mit 1 U/ml Thrombin, 1 mM Histamin und 3,0 ng/ml 
Pneumolysin visualisiert. Das Aktin-Zytoskelett der HPMEC wurde mit rot fluoreszierendem 
Phalloidin und die WPBs mit VWF-spezifischen primären Antikörpern und grün 







Abbildung 27: Zellviabilität und WPB-Menge von HPMEC nach Inkubation mit 
Histamin, Thrombin und Pneumolysin. A) Das Diagramm zeigt die Absorption der 
Laktatdehydrogenase (LDH) im Zellkulturüberstand von HPMEC nach Inkubation mit 1 mM 
Histamin, 1 U/ml Thrombin und 3,0 ng/ml Pneumolysin und nach Infektion mit 
S. pneumoniae st35A (wt) und S. pneumoniae st35A∆ply (∆ply). Die Infektion bzw. 
Inkubation erfolgte für 2,5 Std. und 4,5 Std.. Direkt im Anschluss wurde die LDH im 
Zellkulturüberstand durch Zytotoxizitätsanalyse detektiert. Die Absorption der LDH im 
Zellkulturüberstand von lysierten HPMEC (LZ) diente als Positiv-Kontrolle. Als Negativ-
Kontrolle wurde die LDH im Zellkulturüberstand von nicht-infizierten HPMEC (n. inf.) 
detektiert. Als weitere Positiv-Kontrolle wurde die Absorption von boviner LDH (bov. LDH) 
nachgewiesen. *) Signifikanz des Unterschieds der Absorption der LDH im 
Zellkulturüberstand von infizierten und inkubierten HPMEC zur Absorption der LDH von 
lysierten HPMEC (p<0,05). B-E) Visualisierung des Aktin-Zytoskeletts und der WPB-Menge 
von HPMEC nach Inkubation mit 1 mM Histamin, 1 U/ml Thrombin und 3,0 ng/ml 
Pneumolysin. Die Detektion des Zytoskeletts erfolgte mit ALEXA-568-konjugiertem Phalloidin 
und die Detektion der WPBs mit VWF-spezifischen Antikörpern und einem ALEXA-488-
konjugiertem Zweitantikörper. Zum Vergleich wurden das Zytoskelett und die WPB-Menge 





Nach der Infektion von HPMEC mit dem Serotyp 35A (wt) und dem Serotyp 35A∆ply (∆ply) 
und der Inkubation mit Thrombin; Histamin oder Pneumolysin für 2,5 Std. oder 4,5 Std. 
wurden im Vergleich zu lysierten HPMEC signifikant geringere Mengen LDH im 
Zellkulturüberstand detektiert. Die Detektion von LDH im Zellkulturüberstand von lysierten 
HPMEC führte zu Absorptionswerten von 0,88 ± 0,05 und ist vergleichbar mit der Absorption 
von 0,8 ± 0,04 von boviner LDH (Abb. 27 A). Die Absorption der LDH nach Infektion der 
Zellen mit dem Pneumokokken-Wildtyp betrug 0,14 ± 0,02 nach 2,5 Std.-Infektion und 
0,14 ± 0,01 nach 4,5 Std.-Infektion (Abb. 27 A) und war vergleichbar mit den 
Absorptionswerten der Zytotoxizitätsanalyse von nicht-infizierten Zellen. Die 
Absorptionswerte von nicht-infizierten Zellen betrugen 0,15 ± 0,02 nach 2,5 Std.-Inkubation 
im Infektionsmedium und 0,13 ± 0,01 nach 4,5 Std.-Inkubation im Infektionsmedium (Abb. 27 
A). Nach Infektion der HPMEC mit der Mutante wurde bei der Zytotoxizitätsanalyse eine 
Absorption von 0,12 ± 0,01 nach 2,5 Std.-Infektion und 0,15 ± 0,02 nach 4,5 Std.-Infektion 
detektiert (Abb. 27 A). Die Absorption der LDH nach Infektion mit Pneumokokken war 
vergleichbar mit der Absorption nach Inkubation der Zellen mit Histamin, Thrombin und 
Pneumolysin. Die Inkubation der HPMEC mit Histamin führte zu einer Absorption von 
0,12 ± 0,01 nach 2,5 Std.-Inkubation und 0,13 ± 0,01 nach 4,5 Std.-Inkubation (Abb. 27 A). 
Die Absorption der LDH im Zellkulturüberstand nach Inkubation mit Thrombin betrug 
0,12 ± 0,004 nach 2,5 Std.-Inkubation und 0,13 ± 0,01 nach 4,5 Std.-Inkubation (Abb. 27 A). 
Die Inkubation der Zellen mit Pneumolysin führte zu einer Absorption von 0,11 ± 0,002 nach 
2,5 Std.-Inkubation und 0,19 ± 0,07 nach 4,5 Std.-Inkubation (Abb. 27 A). Die Absorption der 
LDH bei den Positiv-Kontrollen war signifikant höher als die Absorption in nicht-infizierten 
Zellen bzw. den infizierten oder inkubierten Zellen (Abb. 27 A). Der Nachweis geringer LDH-
Mengen im Zellkulturüberstand von HPMEC nach Infektion mit S. pneumoniae st35A (wt) 
und S. pneumoniae st35A∆ply (∆ply) und Inkubation mit 1 mM Histamin, 1 U/ml Thrombin 
und 3,0 ng/ml Pneumolysin deutet auf keine Schädigung der Zellen durch die Infektion oder 
die Inkubation. Die Visualisierung der mit Histamin, Thrombin oder Pneumolysin-inkubierten 
HPMEC bestätigte die Aussage des Zytotoxizitätstests. Die Zellen wiesen ein intaktes Aktin-
Zytoskelett und keine erkennbare Schädigung der Zellstruktur auf (Abb. 27 B-E). Darüber 
hinaus zeigte die fluoreszenzmikroskopische Analyse, dass HPMEC nach Inkubation mit 
1 mM Histamin, 1 U/ml Thrombin und 3,0 ng/ml Pneumolysin weniger WPBs enthalten als 







4.16 VWF- und IL-8-Sekretion von HPMEC nach apikaler und basaler 
Infektion mit Pneumokokken 
 
Eine invasive Lungeninfektion mit Pneumokokken führt häufig zu einer Ausbreitung der 
Pneumokokken in tiefere Gewebeschichten des Körpers (Laterre et al., 2005). Um von der 
Lunge in den Blutstrom zu gelangen, müssen invasive Pathogene die Luft-Blut-Schranke mit 
dem mikrovaskulären Lungenendothel überwinden. Diese Interaktion erfordert einen Kontakt 
der Pneumokokken mit der basalen Seite des mikrovaskulären Lungenendothels. Zur 
Charakterisierung der von der basalen Seite der Endothelzellen induzierten WPB-Exozytose 
in den Blutstrom, wurde ein Zweikammer-Transwell-System mit einer semipermeablen 
Membran mit 3,0 µm Porengröße benutzt. Ein Porendurchmesser von 3,0 µm erlaubt die 
Transmigration von Pneumokokken. HPMEC wurden einerseits auf der oberen Seite der 
Membran kultiviert, andererseits auf der unteren Seite der Membran (siehe Abb. 28 A und 
B). Die Zellen wurden anschließend für 4,5 Std. mit S. pneumoniae st35A und 
S. pneumoniae st35A∆ply infiziert (siehe Abb. 28). Nach der Infektion wurden die VWF- und 
IL-8-Konzentration im Zellkulturüberstand der HPMEC quantifiziert. Als Kontrolle wurde der 








Abbildung 28: Sekretion von VWF und IL-8 nach apikaler und basaler Infektion von 
HPMEC. HPMEC wurden für 4,5 Std. mit S. pneumoniae st35A (st35Awt) und 
S. pneumoniae st35A∆ply (st35A∆ply) von der apikalen und basalen Seite der Zellschicht 
infiziert. A) Schema der apikalen Infektion im Zweikammer-Transwell-System. B) Schema 
der basalen Infektion der Zellschicht nach inverser Kultur der HPMEC auf der 
Membranunterseite. Anschließend wurde die VWF-Konzentration (C) und IL-8-Konzentration 
(D) der Zellkulturüberstände quantifiziert. Zur Kontrolle wurden die VWF- und IL-8-
Konzentrationen von nicht-infizierten HPMEC nach der apikalen und basalen Kultivierung 
bestimmt (n. inf.). *) Signifikanz der Unterschiede der VWF- und IL-8-Konzentrationen von 
infizierten HPMEC nach der apikalen und basalen Kultivierung zu den VWF- und IL-8-
Konzentrationen nicht-infizierten Zellen nach apikaler und basaler Kultivierung (p<0,05). 
 
Die Infektion der basalen Seite der HPMEC mit S. pneumoniae st35A (st35Awt) führte zu 
vergleichbaren VWF-Konzentrationen im Zellkulturüberstand wie die Infektion von der 
apikalen Seite der HPMEC. Nach basolateraler Infektion mit dem Wildtyp betrug die VWF-
Konzentration im Zellkulturüberstand 0,76 U/ml ± 0,31 U/ml und nach apikaler Infektion 
0,6 U/ml ± 0,21 U/ml (Abb. 28 C). Die VWF-Konzentration nach Infektion mit S. pneumoniae 
st35A∆ply (st35A∆ply) von der basalen Seite betrug 0,53 U/ml ± 0,1 U/ml und nach Infektion 
von der apikalen Seite 0,48 U/ml ± 0,17 U/ml VWF (Abb. 28 C). Die VWF-Konzentration bei 
nicht-infizierten Zellen ist signifikant geringer als die VWF-Konzentration nach Infektion mit 
dem Wildtyp und der Mutante und betrug 0,11 U/ml ± 0,05 U/ml nach basaler Infektion und 
0,29 U/ml ± 0,05 U/ml nach apikaler Infektion. Die IL-8-Konzentrationen nach apikaler und 
basaler Infektion mit dem Wildtyp und der Mutante sind signifikant höher als die IL-8-




Im Zellkulturüberstand von nicht-infizierten Zellen wurde eine IL-8-Konzentration von 
0,1 ng/ml ± 0,02 ng/ml IL-8 nach basaler Kultivierung und 0,28 ng/ml ± 0,02 ng/ml IL-8 nach 
apikaler Kultivierung detektiert. Die IL-8-Konzentrationen nach der basalen Infektion der 
Zellen mit Wildtyp und Mutante waren signifikant geringer als nach apikaler Infektion der 
Zellen mit Wildtyp und Mutante und betrugen 0,28 ng/ml ± 0,08 ng/ml IL-8 nach basaler 
Infektion mit S. pneumoniae st35A und 0,2 ng/ml ± 0,06 ng/ml IL-8 nach basaler Infektion mit 
S. pneumoniae st35A∆ply (Abb. 28 D). Die Infektion von der apikalen Seite führte zu IL-8-
Konzentrationen im Zellkulturüberstand von 1,18 ng/ml ± 0,3 ng/ml IL-8 nach Infektion mit 
dem Wildtyp und 0,8 ng/ml ± 0,04 ng/ml IL-8 nach Infektion mit der Mutante (Abb. 28 D). Die 
Ergebnisse zeigen, dass die Sekretion von VWF und IL-8 sowohl nach Infektion von apikaler 











Infektionen mit Streptococcus pneumoniae sind nach Angaben der 
Weltgesundheitsorganisation eine der Hauptursachen von akuten Erkrankungen (WHO, 
2007). Besonders bei Personen mit Immunschwächeprädisposition können Pneumokokken 
schwere invasive Erkrankungen wie Lobärpneumonien, Sepsis und Meningitis auslösen 
(Marrie, 1999). Trotz verbesserter Präventions- und Behandlungsmethoden, sowie intensiver 
Erforschung der Infektionsmechanismen, verursacht S. pneumoniae jährlich weltweit circa 
zwei Millionen Todesfälle (Lynch and Zhanel, 2010). Bei einer invasiven 
Pneumokokkeninfektion führt die Transmigration der Luft-Blut-Schranke in der Lunge zur 
Dissemination der Bakterien im vaskulären System (Laterre et al., 2005; Moreland et al., 
2006). Die an den Transmigrationsprozessen beteiligten wirtseigenen Faktoren sowie die 
zugrunde liegenden Pathogenitätsmechanismen der Pneumokokken, wurden bislang kaum 
untersucht. Die Aufklärung der Mechanismen, die zu einer invasiven Ausbreitung der 
Pneumokokken im Blutsystem führen, ermöglicht die Entwicklung neuer Strategien zur 
Therapie und Prävention von invasiven Pneumokokkeninfektionen. Das mikrovaskuläre 
Lungenendothel stellt einen Hauptbestandteil der Luft-Blut-Schranke dar (Aird, 2007). In 
dieser Arbeit wurde die Interaktion von Pneumokokken mit primären, humanen, 
mikrovaskulären Lungenendothelzellen charakterisiert.  
 
 
5.1 Oberflächenprofile primärer Endothelzellen 
 
Endothelzellen in Zellkultursystemen mit immortalisiserten Zellen verlieren oft viele ihrer 
physiologischen Eigenschaften. Die in dieser Arbeit gestellten infektionsbiologischen 
Fragestellungen wurden daher anhand von primären Endothelzellen untersucht. Primäre 
Zellen werden direkt nach der Isolation aus dem Gewebe kultiviert und können anschließend 
für wissenschaftliche Untersuchungen verwendet werden (Pelzer, 2009). Zunächst wurde 
eine nähere Charakterisierung von primären, humanen Endothelzellen aus den 
Blutkapillaren der Lunge (HPMEC) durchgeführt. In durchflusszytometrischen Analysen 




HPMEC mit der Expression auf der Oberfläche von humanen Endothelzellen der 
Nabelschnurvene (HUVEC), einem vielfach verwendetem Endothel-Modell, verglichen. Des 
Weiteren wurde untersucht wie sich der Differenzierungsstatus von HPMEC und HUVEC in 
der Zellkultur von einer frühen Passage zu einer späteren Passage ändert. Endothelzellen 
exprimieren verschiedene, spezifische Marker, die sie von anderen Zelltypen unterscheiden. 
Zu diesen Markern zählt das platelet endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM-1) und 
der lymphatic vascular endothelial hyaluronan receptor-1 (LYVE-1). Die Detektion von 
PECAM-1 und LYVE-1 dient zur Unterscheidung von Endothelzellen aus dem 
Blutgefäßsystem zu Endothelzellen aus dem Lymphsystem (Partanen und Paavonen, 2001). 
In frühen Passagen konnte der Differenzierungsmarker PECAM-1 in großer Menge auf der 
Oberfläche von HPMEC und HUVEC nachgewiesen werden, während in einer späteren 
Passage eine schwache Expression des PECAM-1 auf der Oberfläche von HPMEC und 
HUVEC detektiert wurde. PECAM-1, das auch die Bezeichnung cluster of differentiation 31 
(CD31) trägt, eignet sich als spezifischer Marker für Endothelzellen, weil es von 
Endothelzellen und nicht von Epithelzellen, Fibroblasten oder Muskelzellen exprimiert wird 
(Newman, 1994; Newman, 1997; Kobayashi et al., 2005). In differenzierten Endothelzellen 
liegt PECAM-1 an den Zell-Zell-Verbindungen des konfluenten Endothels konzentriert vor 
(Newman, 1997; Woodfin et al., 2007; Privratsky et al., 2011). Kallmann und Kollegen 
untersuchten das Expressionsprofil von primären, humanen Gehirnendothelzellen im 
Vergleich zu Endothelzellen der Nabelschnurvene (HUVEC) (Kallmann et al., 2002). In 
Immunfluoreszenzfärbungen von Gewebeschnitten konnte PECAM-1 bei beiden 
Endothelzelltypen nachgewiesen werden (Kallmann et al., 2002). Die Expressionsstudien 
dieser Arbeit bestätigen die Ergebnisse von Kallmann und Kollegen und zeigen, dass 
PECAM-1 als Marker für differenzierte, konfluente Endothelzellen auf der Oberfläche der 
primären Endothelzellen exprimiert wird. Die hohe Expression von PECAM-1 auf der 
Oberfläche der HPMEC und HUVEC in früher Passage verdeutlicht den hohen 
Differenzierungsstatus der Endothelzellen. Die schwache Expression von PECAM-1 in 
HPMEC und HUVEC später Passage deutet auf den Verlust des Endothelzellcharakters der 
Endothelzellen nach mehrmaliger Subkultur. 
Die Expression des lymphatic vascular endothelial hyaluronan receptor-1 (LYVE-1) auf der 
Oberfläche der HPMEC und HUVEC in früher Passage war im Vergleich zu der Expression 
von PECAM-1 sehr niedrig. In Passage 15 beider Endothelzelltypen war die Expression des 
LYVE-1 im Vergleich zu PECAM-1 sehr hoch. LYVE-1 ist ein Marker für lymphatische 
Endothelzellen und wird von vaskulären Endothelzellen nur in sehr geringen Mengen 
exprimiert (Podgrabinska et al., 2002). Die geringe Expression von LYVE-1 auf der 
Oberfläche der HPMEC und HUVEC in früher Passage bestätigt den vaskulären Ursprung 




1 und die niedrige Expression von PECAM-1 in späten Passagen der HPMEC und HUVEC 
verstärkt die These zum Verlust des Endothelzellcharakters der Zellen in späten Passagen.  
Darüber hinaus wurde die Expression der Oberflächenrezeptoren β1-Integrin, β3-Integrin, 
αVβ3-Integrin, α2-Integrin, des platelet activating factor receptor (PAFr) und des urokinase 
plasminogen activating receptor (uPAR) auf der Oberfläche der Endothelzellen untersucht. 
Zusätzlich wurde die Expression von extrazellulärem Fibronektin und von Willebrand  Faktor 
(VWF) detektiert. Besonders auffallend bei HPMEC und HUVEC in Passage 3 ist die starke 
Expression der detektierten Integrine. Die Analyse zeigte eine sehr hohe Expression von β1-
Integrin und αVβ3-Integrin im Vergleich zu PECAM-1. Nach mehrmaliger Subkultur der Zellen 
war die Integrinexpression im Vergleich zur Expression von PECAM-1 deutlich niedriger als 
in Passage 3. Integrine sind Transmembranproteine von eukaryotischen Zellen, die 
dauerhaft in der Zellmembran verankert sind (Evans und Calderwood, 2007). Sie verbinden 
Endothelzellen untereinander und mit der extrazellulären Matrix. Sie sind daher am Aufbau 
der Endothelbarriere beteiligt (Evans und Calderwood, 2007). Kallmann und Kollegen 
untersuchten die Genexpression zwei verschiedener Endothelzelltypen und detektierten bei 
beiden Endothelzelltypen eine hohe Expression mehrerer Integrine, insbesondere β1-, αV- 
und α3-Integrin (Kallmann et al., 2002). Die Ergebnisse der Expressionsstudie dieser Arbeit 
sind den Ergebnissen von Kallmann und Kollegen sehr ähnlich und deuten auf eine hohe 
Expression von verschiedenen Integrinen bei differenzierten, konfluenten Endothelzellen. Die 
niedrige Expression der Integrine in späteren Passagen weist auf den Verlust des 
Differenzierungsstatus der Endothelzellen. 
Die Expression des platelet activating factor receptor (PAFr), des von Willebrand  Faktor 
(VWF), des urokinase plasminogen activating receptor (uPAR) und von extrazellulärem 
Fibronektin war in Passage 3 im Vergleich zu PECAM-1 sehr niedrig. In Passage 15 war die 
Expression dieser Proteine ähnlich hoch wie die Expression von PECAM-1. Diese 
Ergebnisse verdeutlichen erneut die Veränderung in der Proteinexpression von HPMEC und 
HUVEC nach mehrmaliger Subkultur der primären Zellen.  
Zusammenfassend zeigt diese Analyse die gleiche Expression der detektierten 
Differenzierungsmarker und Oberflächenproteine von HPMEC und HUVEC in früher 
Passage. Das sich ergebene Expressionsprofil der untersuchten Proteine ist den 
Expressionsprofilen von anderen Endothelzellen sehr ähnlich. Nach mehrmaliger Subkultur 
bis Passage 15 änderte sich das Expressionsprofil der Endothelzellen und unterschied sich 
deutlich von dem Expressionsprofil der frühen Passage. Diese Ergebnisse demonstrieren 
den Verlust des Endothelzellcharakters beider Zelltypen nach mehrmaliger Subkultur. Damit 








5.2 Adhärenz der Pneumokokken an humane Endothelzellen  
 
Seit circa 15 Jahren ist bekannt, dass Pneumokokken an humane Zellen adhärieren und in 
sie invadieren (Talbot et al., 1996). In dieser Arbeit wurde unter Verwendung verschiedener 
in-vitro-Zellkulturinfektionsmethoden das Adhärenz- und Internalisierungsverhalten von 
S. pneumoniae st35A und einer Pneumolysin-defizienten Mutante in primäre Endothelzellen 
untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass Pneumokokken an HPMEC und HUVEC 
adhärieren. Längere Infektionszeiten und größere Bakterienmengen führten zu größeren 
Anzahlen adhärenter Pneumokokken. Die Anzahl adhärenter Pneumokokken war bei einer 
Infektionszeit von 3,0 Std. + 1,5 Std. und einer MOI von 75 am höchsten. Die Adhärenz der 
Pneumokokken an die Endothelzellen der Nabelschnur war geringer als die Adhärenz an die 
Lungenendothelzellen. Diese Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass Pneumokokken 
Lungen-spezifischere Adhäsine exprimieren, die eine Interaktion mit den zellulären Faktoren 
der Lungenendothelzellen vermitteln.  
In den Studien dieser Arbeit zeigte die Pneumolysin-negative Mutante ähnliche Zahlen 
adhärenter Bakterien wie der Wildtyp. In den in-vitro-Studien von Moreland und Kollegen 
adhärierte eine Pneumolysin-defiziente Mutante des Serotyp 2 an Lungenendothelzellen und 
überwand in ähnlicher Menge wie der Serotyp 2-Wildtyp die Endothelbarriere (Moreland und 
Bailey, 2006). Die in-vitro-Infektionsexperimente dieser Arbeit bestätigten die Ergebnisse von 
Moreland und Kollegen. Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen zeigten Rubins und Kollegen 
in in-vitro-Infektionsexperimenten eine verringerte Adhärenz von Pneumolysin-defizienten 
Pneumokokken an respiratorische Epithelzellen (Rubins et al., 1998). Diese Ergebnisse 
konnten in den in-vitro-Zellkulturinfektionen mit HPMEC nicht bestätigt werden, was auf eine 
geringere Beteiligung von Pneumolysin in der Adhärenz der Pneumokokken an 
Endothelzellen hindeutet. Die Funktion von Pneumolysin auf die Adhärenz der 
Pneumokokken an Endothelzellen könnte in weiteren in-vitro-Zellkulturinfektionen mit 
Pneumolysin-defizienten Pneumokokken anderer Serotypen und verschiedener 
Endothelzelltypen weiter analysiert werden.  
Auf Grund der Ergebnisse der Adhärenzstudien mit HPMEC und HUVEC wurden für die 




durch hohe Bakterienmengen oder lange Infektionszeiten zu mindern, wurden die folgenden 
Infektionen bei 3,0 Std. + 1,5 Std. und einer MOI von 50 durchgeführt. 
 
 
5.3 Genexpressionsanalyse humaner Lungenendothelzellen nach 
Infektion mit Pneumokokken 
 
Die Mikroarray-Technologie ist für eine breitgefächerte Analyse der Wirtsantwort 
hervorragend geeignet, da sie die gleichzeitige Untersuchung der Genexpression von 
tausenden Genen ermöglicht. In den Mikroarray-Analysen dieser Arbeit wurde die Änderung 
der Genexpression von humanen Lungenendothelzellen nach Infektion mit S. pneumoniae 
st35A und der Pneumolysinmutante des Serotyp 35A untersucht. Es handelte es sich um 
eine Voll-Genom-Analyse, für die ein Affimetrix-Chip mit Nukleotiden, die 54.000 humane 
Gene repräsentieren, verwendet wurde. Die Infektion von HPMEC mit dem Wildtyp-Stamm 
führte zu einer veränderten Genexpression von 372 Genen, wobei die Infektion mit der 
Pneumolysin-defizienten Mutante zu einer Änderung der Genexpression bei 81 Genen 
führte. Ein Beispiel für die signifikant erhöhte Expression nach der Infektion mit 
Pneumokokken ist Interleukin-8 (IL-8). IL-8 ist ein 8 kDa großes Zytokin des angeborenen 
Immunsystems und gehört zur Familie der Chemokine (Baggiolini und Clark-Lewis, 1992). 
IL-8 wurde nach der Infektion mit dem Wildtyp 6,6-fach stärker und nach der Infektion mit der 
Mutante 5,6-fach stärker exprimiert als bei nicht-infizierten HPMEC. In Mikroarray-Analysen 
von Bootsma und Kollegen resultierte die Interaktion eines stark bekapselten 
Pneumokokkenstammes (S. pneumoniae st2) und einer Kapselmutante (S. pneumoniae 
st2∆cps) mit humanen Epithelzellen in der stärkeren Expression von 322 Genen (Bootsma et 
al., 2007). Hierbei handelte es sich hauptsächlich um Genprodukte, die an der Immunantwort 
der Zelle beteiligt sind, wie z. B. IL-8. Die Ergebnisse von Bootsma und Kollegen sind den 
Ergebnissen der Genexpressionsstudie dieser Arbeit sehr ähnlich. Des Weiteren konnten 
Bootsma und Kollegen in ihren Studien ebenfalls eine signifikant stärkere Expression von IL-
8 nach Infektion mit Pneumokokken detektieren. Rogers und Kollegen analysierten die 
transkriptionelle Antwort humaner Monozyten auf Infektion mit S. pneumoniae st2 und einer 
Pneumolysin-defizienten Mutante des Serotyp 2 (Rogers et al., 2003). Sie identifizierten 182 
Gene, einschließlich IL-8, die nach Pneumokokkeninfektion eine veränderte Genexpression 
aufwiesen (Rogers et al., 2003). Eine Pneumokokkeninfektion von humanen Monozyten 




Expression von IL-8. Diese Ergebnisse bestätigen die Ergebnisse der 
Genexpressionsanalyse mit den Lungenendothelzellen. 
Zur Evaluierung der Microarray-Analyse wurden Real time PCR-Analysen des il-8-Gens 
vorgenommen. Die Real time PCR ermöglicht eine quantitative Genexpressionsanalyse. Für 
die Untersuchung der Genexpression wurden HPMEC mit S. pneumoniae st35A und 
S. pneumoniae st35A∆ply infiziert, die RNS der Zellen isoliert, in cDNS umgeschrieben und 
mit der cDNS Real time-PCR-Analysen durchgeführt. Die Genexpression des il-8-Gens 
wurde mit der Genexpression des house keeping Gens rps9 verglichen. Das Gen rps9 
codiert für das ribosomale Protein S9 der 40S-Untereinheit und wurde bereits vielfach für 
Genexpressionsanalysen beschrieben (Bionaz und Loor, 2007). Die Real time PCR-Analyse 
des il-8-Gens detektierte eine signifikante Erhöhung der Genexpression nach Infektion der 
HPMEC mit dem Wildtyp im Vergleich zu nicht-infizierten Zellen. Die Genexpression von IL-8 
in HPMEC nach Infektion mit der Mutante beträgt nur die Hälfte der Genexpression nach der 
Infektion mit dem Wildtyp. Bootsma und Kollegen nutzten ebenfalls die Real time PCR-
Analyse zur Evaluierung ihrer Mikroarray-Daten (Bootsma et al., 2007). In den Analysen 
wurde die erhöhte Expression des il-8-Gens in Epithelzellen nach Infektion mit 
Pneumokokken im Vergleich zu nicht-infizierten Epithelzellen festgestellt. Die Resultate der 
Real time PRC-Analyse der infizierten Lungenendothelzellen in dieser Arbeit gleichen den 
Ergebnissen der Real time PCR-Analyse von Bootsma und Kollegen und bestätigen die 
Ergebnisse der Microarray-Analyse. Sie demonstrierten die signifikant höhere Expression 
von IL-8 in Lungenendothelzellen nach Infektion mit Pneumokokken im Vergleich zu nicht-
infizierten Zellen.  
 
 
5.4 Korrelation der Pneumokokkenadhärenz und der WPB-Menge in 
HPMEC 
 
Das Zytokin IL-8 wird in Endothelzellen in spezifischen Organellen, den Weibel-Palade 
bodies (WPBs) gespeichert (Rondaij et al,. 2006; Valentijn et al., 2011). Die WPB-Bildung in 
Endothelzellen korreliert mit der Konfluenz des Endothels und wurde als ein wichtiger 
Parameter für den Differenzierungsstatus von Endothelzellen der Nabelschnur beschrieben 
(Howell et al., 2004). Um für die nachfolgenden Analysen gleiche Ausgangsbedingungen zu 
schaffen, wurde zunächst die konfluenzabhängige WPB-Bildung in HPMEC untersucht. Dazu 




zum Erreichen unterschiedlicher Konfluenzen bestimmt. In nicht konfluent-gewachsenen 
HPMEC lagen die Zellen einzeln und die Menge an WPB-positiven Zellen war sehr gering im 
Vergleich zur Menge WPB-positiver Zellen in konfluenten HPMEC. Bei einer konfluenten 
Zellschicht HPMEC waren mehr als zwei Drittel der Zellen WPB-positiv. In sub-konfluenten 
HPMEC wurde ein geringerer Anteil an WPB-positiven Zellen detektiert. Die Ergebnisse 
dieser Arbeit bestätigen die Studien von Howell und Kollegen und zeigen, dass die WPB-
Bildung in Endothelzellen mit der Konfluenz der primären Lungenendothelschicht korreliert. 
Auf Grund dieser Ergebnisse wurde vor den Experimenten zur WPB-Exozytose die 
Konfluenz der HPMEC mikroskopisch kontrolliert und nur konfluente Zellschichten 
verwendet.  
Eine genaue Quantifizierung des Konfluenzstatus von HPMEC erfolgte durch Verwendung 
eines cellZscope®-Messgerätes (NanoAnalytics, Deutschland), dass die biologische 
Impedanz durch Messung des transendothelialen Widerstandes (TER) und der elektrischen 
die Kapazität (Ccl) bestimmt. Die Zellen verbinden sich über tight junctions untereinander zu 
einer konfluenten Schicht mit einem maximalen Widerstand und einer minimalen Kapazität 
(Information des Herstellers). Im Verlauf der Kultivierung der HPMEC war ein Anstieg des 
transendothelialen Widerstandes auf einen Maximalwert von 25 Ω/cm2 ± 0,5 Ω/cm2 zu 
beobachten. Zum Zeitpunkt des maximalen Widerstandes der Zellschicht betrug die 
Kapazität 0,5 µF/cm2 ± 0,12 µF/cm2. Zur Widerstandsmessung von Endothelzellen mit dem 
cellZscope® gibt es bislang keine Literatur. Moreland und Bailey beobachteten die 
Widerstandsänderungen von immortalisierten mikrovaskulären Lungenendothelzellen 
(Clonetics, USA) im Zweikammer-Transwell-System mit einem End Ohm epithelial 
volthmeter (World Precision Instruments, USA). Das End Ohm epithelial volthmeter misst 
den elektrischen Widerstand zu einem Zeitpunkt der Kultivierung, während das cellZscope® 
Messungen des elektrischen Widerstandes und der Kapazität in kurzen Abständen über die 
Dauer der Kultivierung ermöglicht. Die endothelialen Zellschichten in den Studien von 
Moreland und Bailey erreichten Widerstandswerte von 34-37 Ω/cm2. Dieser Widerstandwert 
für die immortalisierten Lungenendothelzellen ist den Messwerten der primären 
Lungenendothelzellen des cellZscope® ähnlich. Die Zunahme des Widerstandes und die 
Abnahme der Kapazität während der Kultivierung der HPMEC deuten auf die Zunahme der 
Konfluenz der Zellschicht. Der Maximalwert des Widerstandes deutet auf das Erreichen der 
maximalen Konfluenz der Zellschicht. 
Die Ergebnisse zur konfluenzabhängigen WPB-Bildung demonstrierten, dass eine konfluente 
Zellschicht Lungenendothelzellen aus mehr als zwei Drittel WPB-positiven- und demzufolge 
weniger als ein Drittel WPB-negativen Zellen besteht. In fluoreszenzmikroskopischen 




WPB-positive und WPB-negative HPMEC untersucht. In weiteren Untersuchungen wurde 
der Anteil der WPB-positiven und -negativen HPMEC während der Infektion mit den 
Pneumokokken quantifiziert. Die Ergebnisse der Analysen zeigten eine inverse Korrelation 
zwischen der Menge adhärenter Pneumokokken und dem prozentualen Anteil WPB-positiver 
Zellen im Bezug zur Gesamtzellzahl infizierter Zellen. Während des Infektionsverlaufes 
wurde der prozentuale Anteil an WPB-positiven Zellen weniger, während die Menge 
adhärenter Pneumokokken zunahm. Die Korrelation zwischen dem abnehmenden 
prozentualen Anteil WPB-positiver HPMEC und der zunehmenden Zahl adhärenter 
Pneumokokken an den Zellen deutete auf eine Kontakt-abhängige Exozytose der WPBs im 
Verlauf einer Infektion mit dem Pneumokokken-Wildtyp und der Mutante. Die Induktion der 
WPB-Exozytose durch Bakterien wurde bisher nur in Studien mit den intrazellulären 
Bakterien Rickettsia rickettsii und Rickettsia conorii veröffentlicht. Rickettsien sind obligat 
intrazelluläre bakterielle Parasiten, die das Rocky-Mountain-Fleckfieber verursachen können 
(Silverman et al., 1984; Walker und Mattern, 1985). Sie invadieren in humane 
Endothelzellen, können sich intrazellulär replizieren und sich von Zelle zu Zelle ausbreiten 
(Silverman et al., 1984). Der Zusammenhang der Menge intrazellulärer Rickettsien mit der 
WPB-Menge in humanen Endothelzellen wurde in in-vitro-Zellkulturinfektionen mit HUVEC 
analysiert (Sporn et al., 2010). Sporn und Kollegen detektierten die inverse Korrelation von 
internalisierten Rickettsien und der WPB-Menge in infizierten Endothelzellen (Sporn et al., 
2010). Im Gegensatz zu den Ergebnissen mit Rickettsien wurde bei den Analysen mit 
Pneumokokken die inverse Korrelation zwischen dem Anteil an WPB-positiven Zellen und 
der Zahl adhärenter Pneumokokken festgestellt. In verschiedenen in-vitro-
Zellkuturinfektionen dieser Arbeit konnte die Internalisierung von Pneumokokken in HPMEC 
und HUVEC gezeigt werden. Obgleich die Zahl internalisierter Pneumokokken in HPMEC 
größer war als in HUVEC handelt es sich bei Pneumokokken um obligat adhärente 
Bakterien. Diese Feststellung lässt die Vermutung zu, dass bereits der Kontakt der 
Pneumokokken mit den Endothelzellen die WPB-Exozytose induzieren könnte.  
 
 
5.5 Sekretion von VWF nach Infektion mit Pneumokokken 
 
Bei der Exozytose von WPBs werden die WPB-Bestandteile in die Umgebung der 
Endothelzelle sekretiert (Rondaij et al., 2006). Neben IL-8 enthalten WPBs noch weitere 
Proteine, z. B. von Willebrand Faktor (VWF), ein multimeres Glykoprotein mit essentiellen 




der Pneumokokkenadhärenz an WPB-positive und -negative Zellen und die Untersuchung 
der Menge der WPB-positiven Zellen nach Infektion mit Pneumokokken deuteten darauf hin, 
dass die Pneumokokkenadhärenz die WPB-Exozytose aus HPMEC stimuliert. Um die These 
der WPB-Exozytose nach Pneumokokkeninfektion zu überprüfen, wurden quantitative 
Analysen zur Detektion der VWF-Konzentration im Zellkulturüberstand von infizierten 
HPMEC durchgeführt. Im Zellkulturüberstand von Pneumokokken-infizierten HPMEC 
konnten signifikant höhere VWF-Konzentrationen im Vergleich zum Zellkulturüberstand von 
nicht-infizierten HPMEC nachgewiesen werden. In Untersuchungen von Sporn und Kollegen 
wurde die VWF-Sekretion von HUVEC nach Infektion mit Rickettsien analysiert (Sporn et al., 
1991). Nach der Infektion wurden VWF-Moleküle im Zellmedium detektiert, während in den 
Zellen kein VWF nachzuweisen war (Sporn et al., 1991). Eine Infektion von humanen 
Endothelzellen mit dem Herpes Simplex Virus (HSV) führte ebenfalls zur Sekretion von 
VWF-Molekülen (Etingin et al., 1993). In Übereinstimmung mit den Studien von Sporn und 
Kollegen, sowie mit den Ergebnissen von Etingin und Kollegen konnte gezeigt werden, dass 
die Infektion von Lungenendothelzellen mit Pneumokokken zur Sekretion von VWF führt. Der 
Nachweis von höheren VWF-Konzentrationen im Zellkulturüberstand von infizierten Zellen im 
Vergleich zu nicht-infizierten Zellen bestätigt die These, dass die Adhärenz von 
Pneumokokken die WPB-Exozytose induziert.  
Im humanen Organismus führt die Exozytose von WPBs zu einer Sekretion von bis zu 
einigen Millimetern langen VWF-Fäden in das Blutplasma (Dong et al., 2002). Im Blutplasma 
ist VWF ein wichtiger Faktor der primären und sekundären Hämostase (Wagner, 1990). Die 
Infektion von Endothelzellen mit Rickettsien führte sowohl zu höheren VWF-Konzentrationen, 
als auch zu höheren Fibrinogen-Konzentrationen im Plasma (Sporn et al., 1991). Eine starke 
Schädigung des Endothels und die Aktivierung der Hämostase führen zur disseminierten, 
intravasalen Koagulopathie, in deren Folge durch übermäßigen Verbrauch an 
Gerinnungsfaktoren eine starke Blutungsneigung resultiert (Sporn et al., 1991; McKay, 
1965). Ähnliche klinische Symptome, wie z. B. die fibrine Hepatisierung der Lunge, eine 
Nekrose des Lungengewebes, wurden für eine Pneumokokken-induzierte 
Lungenentzündung beschrieben (Wollheim, 1913, Blake, 1920). Diese Feststellungen 
könnten darauf hinweisen, dass in Pneumokokken-induzierten Lungenentzündungen eine 
Stimulierung des Lungenendothels erfolgt, die zur Sekretion von VWF in den Blutstrom führt.  
Die Stimulierung von Endothelzellen mit den physiologischen Agonisten Thrombin und 
Histamin führt zur Exozytose von WPBs (Rondaij et al., 2006). Die VWF-Konzentrationen im 
Zellkulturüberstand von HPMEC nach Infektion mit Pneumokokken wurden mit den 
sekretierten VWF-Konzentrationen nach Inkubation der Zellen mit Histamin und Thrombin 




Pneumokokken zu gleichen VWF-Konzentrationen im Infektionsmedium führt wie nach 
Inkubation der Zellen mit den physiologischen Agonisten Histamin und Thrombin. Diese 
Resultate geben den Hinweis auf die Pneumokokken-induzierte VWF-Sekretion in 
physiologisch relevanten Konzentrationen. 
Zur Kontrolle der Zellviabilität von HPMEC während der Infektion mit Pneumokokken und der 
Inkubation mit Thrombin und Histamin wurde die Menge zytoplasmatischer 
Laktatdehydrogenase (LDH) im Zellkulturüberstand der Zellen detektiert. Nach Infektion der 
HPMEC mit Pneumokokken und Inkubation mit Histamin und Thrombin wurden im 
Zellkulturüberstand der Zellen geringe Mengen LDH im Vergleich zu lysierten HPMEC 
nachgewiesen. Die Detektion geringer LDH-Mengen im Zellkulturüberstand von HPMEC 
deutet auf keine Schädigung der Zellen durch die Infektion oder die Inkubation. Die 
Visualisierung der mit Pneumokokken-infizierten HPMEC und der mit Histamin oder 
Thrombin-inkubierten HPMEC zeigte ein intaktes Aktin-Zytoskelett und keine erkennbare 
Schädigung der Zellstruktur und bestätigte die Aussage des LDH-Nachweises. Insgesamt 
zeigen diese Ergebnisse, dass die erhöhte Konzentration von VWF im Zellkulturüberstand 
der Zellen nach Infektion mit Pneumokokken nicht auf eine Schädigung der Zellstruktur 
zurückzuführen ist, sondern auf die Sekretion der Proteine.  
Darüber hinaus zeigte die fluoreszenzmikroskopische Analyse, dass HPMEC nach 
Inkubation mit Histamin und Thrombin weniger WPBs enthalten als nicht-infizierte HPMEC. 




5.6 IL-8-Sekretion nach Infektion mit Pneumokokken 
 
Zur Bestätigung der WPB-Exozytose nach Infektion mit Pneumokokken wurde die IL-8-
Sekretion von infizierten Lungenendothelzellen untersucht. Dazu wurde die IL-8-
Konzentration im Zellkulturüberstand von HPMEC nach Infektion mit Pneumokokken 
quantifiziert. Die Infektion der Lungenendothelzellen mit Pneumokokken führte zu signifikant 
hohen IL-8-Konzentrationen im Zellkulturüberstand der Zellen im Vergleich zu nicht-
infizierten Zellen. Das Zytokin IL-8 ist ubiquitär im Zytoplasma von Endothelzellen vorhanden 
und wird in die WPBs der Endothelzellen eingelagert. Nach Aktivierung der Endothelzellen 
wird IL-8 in den Blutstrom sekretiert (Fiedler et al., 2004; Valentijn et al., 2011; Rondaij et al., 




Chemotaxis von Granulozyten (Baggiolini und Clark-Lewis, 1992; Romani de Wit et al., 
2003). Während einer Infektion wandern vor allem neutrophile Granulozyten anhand des IL-
8-Gradienten zum Infektionsherd (Brat et al., 2005). Als chemotaktisches Zytokin fördert IL-8 
die Migration von Endothelzellen in die extrazelluläre Matrix (EZM) des infizierten Gewebes 
(Li et al., 2003). IL-8 ist auch maßgeblich an der Immunabwehr von Pneumokokken beteiligt 
(Madsen et al., 2000). In Studien von Madsen und Kollegen induzierte die Adhärenz von 
Pneumokokken die IL-8-Produktion in humanen Lungenepithelzellen und bestätigt damit die 
Beteiligung von IL-8 in invasiven Pneumokokkeninfektionen (Madsen et al., 2000).  
Zur Untersuchung der Histamin- und Thrombin-induzierten IL-8-Sekretion wurden die IL-8-
Konzentrationen im Zellkulturüberstand der HPMEC nach Inkubation mit Histamin und 
Thrombin analysiert. Die IL-8-Konzentrationen nach Inkubation der Zellen mit Histamin und 
Thrombin wurden mit den IL-8-Konzentrationen im Zellkulturüberstand von HPMEC nach 
Infektion mit Pneumokokken verglichen. Die Inkubation mit den physiologischen Agonisten 
führte zu signifikant hohen Konzentrationen von IL-8 im Infektionsmedium. Hierbei handelt es 
sich sehr wahrscheinlich um sekretierte WPB-Komponenten. Die Infektion von HPMEC mit 
Pneumokokken führte zu gleichen IL-8-Konzentrationen im Infektionsmedium wie die 
Inkubation der Zellen mit den physiologischen Agonisten Histamin und Thrombin. Diese 
Ergebnisse verdeutlichen die Pneumokokken-induzierte Sekretion von WPB-Komponenten 
in physiologisch relevanten Konzentrationen. 
Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse, dass eine Infektion von Lungenendothelzellen mit 
Pneumokokken die Sekretion der WPB-Komponenten VWF und IL-8 induziert. 
 
 
5.7 VWF-Sekretion nach Inkubation mit Pneumokokkenmembran-
proteinen 
 
Um die Funktion von Pneumokokkenmembranproteinen in der Adhärenz-vermittelten WPB-
Exozytose zu untersuchen, wurden die Membranproteine von S. pneumoniae st35A und 
S. pneumoniae st35A∆ply präpariert und mit HPMEC inkubiert. Anschließend wurde die 
VWF-Konzentration im Zellkulturüberstand quantifiziert. Die Inkubation von HPMEC mit 
Pneumokokkenmembranproteinen führte zu signifikant erhöhten VWF-Konzentrationen im 
Zellkulturüberstand der Zellen, im Vergleich zu nicht-infizierten HPMEC. Die Sekretion von 
VWF könnte durch Interaktion eines Adhäsins der Pneumokokkenoberfläche mit einem 




S. pneumoniae sind an Wirt-Pathogen-Interaktionen beteiligt (Bergmann und 
Hammerschmidt, 2006). Das pneumococcal surface antigen A (PsaA) ist ein in der 
Pneumokokkenmembran verankertes Lipoprotein, das die Adhärenz von Pneumokokken an 
eukaryotische Zellen vermittelt (Berry und Paton, 1996). Die Cholinbindungsproteine 
pneumococcal surface protein A (PspA) und pneumococcal surface protein C (PspC) von 
Pneumokokken sind nicht-kovalent mit den Phosphorylcholingruppen der Lipoteichon- und 
Teichonsäuren der Pneumokokkenzellwand assoziiert. PspA und PspA vermitteln die 
Adhärenz von Pneumokokken an humane respiratorische Zellen. Bei dem PspC-ähnlichen 
Protein factor H binding inhibitor of complement (Hic) handelt es sich um ein kovalent über 
LPXTG-Motiv in der Zellwand verankertes Molekül, dass mit verschiedenen Komponenten 
des Immunsystems wie z. B. Faktor H interagiert (Hammerschmidt et al., 2007) Die 
Interaktion zwischen PspC/Hic und Faktor H erhöht die Adhärenz der Pneumokokken an 
humane Epithel-und Endothelzellen (Hammerschmidt et al., 2007). Als Adhäsine auf der 
Pneumokokkenoberfläche könnten die Virulenzfaktoren PsaA, PspA, PspC oder Hic die 
Sekretion von VWF induzieren. In in-vitro-Studien mit rekombinanten Proteinen könnte die 
Funktion der Proteine in der WPB-Exozytose untersucht werden. Die Identifizierung des 
Faktors der Pneumokokkenmembran, der die VWF-Sekretion induziert, würde entscheidend 
zur Charakterisierung der WPB-Exozytose durch Pneumokokken beitragen.  
Zur Untersuchung der Induktion der VWF-Sekretion durch oberflächenassoziierte Faktoren 
Gram-positiver Bakterien wurden HPMEC mit einer Lipoteichonsäurepräparation (LTA) von 
Staphylococcus aureus inkubiert. LTA induzierte die Sekretion von VWF. Into und Kollegen 
präparierten LTA und Peptidoglykan von Staphylococcus aureus. In in-vitro-Studien mit 
humanen Endothelzellen der Aorta wurde gezeigt, dass die Inkubation mit LTA von 
S. aureus zu einer Sekretion von VWF führt (Into et al., 2007). Die Ergebnisse zur Induktion 
der VWF-Sekretion durch Inkubation mit LTA aus dieser Arbeit stimmen mit den Ergebnissen 
von Into und Kollegen überein und bestätigen die Induktion der VWF-Sekretion durch LTA 
von Staphylococcus aureus. Um die Induktion der VWF-Sekretion durch 
oberflächenassoziierte Faktoren Gram-negativer Bakterien zu bestimmen wurden HPMEC 
mit einer Lipopolysaccharid-Präparation (LPS) von Salmonella typhimurium inkubiert. LPS 
von S. typhimurium induzierte ebenfalls die Sekretion von VWF aus HPMEC. Im Gegensatz 
zu den Ergebnissen dieser Arbeit führte die Inkubation von Endothelzellen mit LPS von 
Escherichia coli und Salmonella minnesota in den Studien von Into und Kollegen zu keiner 
signifikanten VWF-Sekretion im Vergleich zur Kontrolle (Into et al., 2007). Die Ergebnisse der 
in-vitro-Inkubationsversuche der HPMEC mit LTA und LPS demonstrierten, dass LTA und 
LPS die Sekretion von VWF aus Endothelzellen induzieren. Die Versuche zeigten aber auch, 
dass die Inkubation mit Pneumokokkenmembranproteinen zu deutlich höheren VWF-








5.8 Stimulierung der VWF-Sekretion durch stark bekapselte Serotyp 
2 Pneumokokken und andere Bakterienstämme 
 
Die Ausprägung und Zusammensetzung der Polysaccharidkapsel bei Pneumokokken 
bestimmt in hohem Maße die Virulenz des Pneumokokken-Serotyps (Watson und Musher, 
1990). Bekapselte Stämme sind in der Regel hoch virulent, während unbekapselte Stämme 
meist avirulent sind (Watson und Musher, 1990). Die unterschiedliche Kapselausprägung 
führt daher zu unterschiedlichen Krankheitsbildern der Serotypen. In vorangegangenen 
Studien konnte gezeigt werden, dass Pneumokokken vom Serotyp 35A die WPB-Exozytose 
aus Lungenendothelzellen induzieren. Die Induktion der VWF-Sekretion durch andere 
Serotypen und die Funktion der Polysaccharidkapsel wurde nach Infektion von HPMEC mit 
einem stark-bekapselten Serotyp-2-Pneumokokkenstamm und einer Kapselmutante 
untersucht. Bei der Kapselmutante erfolgte eine Deletion der Kapselgene. Die 
Pneumokokken können daher keine Kapsel produzieren. Nach der Infektion der Zellen mit 
den Serotyp-2-Pneumokokken wurden die VWF-Konzentrationen im Zellkulturüberstand 
quantifiziert. Die Infektion von HPMEC mit dem Serotyp 2 resultierte wie bei dem Serotyp 
35A in einer signifikant höheren Sekretion von VWF in den Zellkulturüberstand. Dieses 
Ergebnis deutet darauf hin, dass die WPB-Exozytose durch Pneumokokken nicht Serotyp-
abhängig erfolgt. In Analysen mit weiteren Serotypen könnte diese These überprüft werden. 
Darüber hinaus führte die Infektion mit der Kapselmutante zu höheren VWF-Konzentrationen 
im Zellkulturüberstand als die Infektion der Zellen mit dem Wildtyp. Studien von Overweg 
und Kollegen veranschaulichten, dass die Kapselpolysaccharide zu einer Maskierung der 
Pneumokokkenoberfläche führen (Overweg et al., 2000). In Studien von Hammerschmidt 
und Kollegen wurde gezeigt, dass die Mutation der Kapselgene von Pneumokokken die 
Anzahl adhärenter Bakterien an humane Lungenepithelzellen erhöht (Hammerschmidt et al., 
2005). Die Mutation der Kapselgene bei der Kapselmutante erhöhte vermutlich die Adhärenz 
an die HPMEC, während die stark ausgeprägte Kapsel des Wildtyps die  Adhärenz an die 
Endothelzellen behinderte. Die höhere Anzahl der adhärenten Kapselmutanten könnte die 
stärkere VWF-Sekretion induziert haben. Im Organismus variiert die Menge des produzierten 
Kapselpolysaccharids im Verlauf einer Infektion gemäß der Lokalisierung der Pneumokokken 




Adhärenz an Wirtszellen verringert. Die kapselabhängige Adhärenz an 
Lungenendothelzellen im Zusammenhang mit der Induktion der VWF-Sekretion könnte durch 
Infektionsanalysen mit Kapselmutanten unterschiedlicher MOI analysiert werden.  
 
Zur Untersuchung der Induktion der VWF-Sekretion durch andere Bakterienstämme, wurden 
HPMEC mit verschiedenen Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien infiziert und die 
VWF-Konzentration im Zellkulturüberstand bestimmt. Bei jedem Bakterienstamm konnte eine 
signifikant höhere VWF-Konzentration im Zellkulturüberstand im Vergleich zu nicht-infizierten 
Zellen nachgewiesen werden. Allerdings resultierte die Infektion mit den Bakterien in sehr 
unterschiedlichen VWF-Mengen. Die unterschiedlichen Konzentrationen von VWF sind 
vermutlich auf das unterschiedliche Adhärenzverhalten der Bakterienstämme 
zuzückzuführen. Die Adhärenz an humane Endothelzellen wurde bislang für Staphylococcus 
aureus und Neisseria meningitidis, der Erreger der zerebrospinalen Meningitis, gezeigt 
(Ogawa et al., 1985; Coureuil et al., 2009). Die Sekretion von VWF nach Infektion mit den 
untersuchten Bakterienstämmen wurde bislang nicht untersucht. Die Ergebnisse geben 
einen Hinweis darauf, dass die Induktion der VWF-Sekretion kein Pneumokokken-
spezifischer Prozess ist.  
 
 
5.9 Funktion von Pneumolysin in der WPB-Exozytose  
 
Die bisherigen Ergebnisse zeigten den Einfluss der Pneumokokken und ihrer 
Membranproteine auf die Sekretion von VWF aus Endothelzellen. Um den Einfluss von 
sekretierten Pneumokokkenfaktoren auf die VWF-Sekretion zu untersuchen, wurden in-vitro-
Infektionen mit dem Serotyp 35A und dem Serotyp 35A∆ply in einem Zweikammer-
Transwell-System vorgenommen und die VWF-Konzentrationen im Infektionsmedium der 
unteren Kammer in ELISA-Analysen quantifiziert. Die VWF-Konzentrationen im 
Zellkulturüberstand der HPMEC ohne direkten Kontakt zu den Pneumokokken waren 
signifikant höher als die VWF-Konzentrationen bei nicht-infizierten HPMEC, aber niedriger im 
Vergleich zu den Infektionen ohne Trennung der Bakterien von den Zellen. Diese Ergebnisse 
verdeutlichen, dass die Sekretion von VWF nicht nur nach direktem Kontakt mit 
Pneumokokken, sondern auch durch sekretierte Pneumokokkenfaktoren stimuliert wird. Da 
die Membran für die Pneumokokken undurchlässig war, handelte es sich bei den Induktoren 




In den vorangegangenen Experimenten im Zweikammer-Transwell-System konnte gezeigt 
werden, dass sekretierte Pneumokokkenfaktoren die VWF-Sekretion von 
Lungenendothelzellen stimulieren. Das Zytotoxin Pneumolysin ist ein wichtiger Virulenzfaktor 
von Pneumokokken. Es handelt sich um ein porenbildendes Exotoxin, das während des 
Bakterienwachstums und nach Autolyse der Pneumokokken freigesetzt wird (Mitchell, 2000; 
2003). Es wird neben Streptolysin O, Listeriolysin, Perfringolysin und Alveolysin zu den thiol-
aktivierten Toxinen gezählt (Boulnois, 1992). Porenbildende Exotoxine sind amphipatische 
Proteine, die mit Lipidketten und Membranproteinen von Zielzellen interagieren (Bhakdi et 
al., 1996). Durch die Bindung von Pneumolysin an das Cholesterin von eukaryotischen 
Doppellipidmembranen werden Transmembranporen induziert (Morgan et al., 1994; 1995). 
Das Innere der Pore bildet einen hydrophilen Kanal, der den Fluss von Ionen erlaubt (Bhakdi 
et al., 1996). Die Transmembranporen können zur Lyse von Epithel- und Endothelzellen 
führen, was die Barrierefunktion der Vaskulatur stark herabsetzt (Mitchell, 2010). Zur 
Untersuchung der Funktion des Pneumolysins in der WPB-Exozytose wurden Pneumolysin-
defiziente Mutanten des Serotyp 35A und des Serotyp 2 im Vergleich zu den 
Wildtypstämmen des Serotyp 35A und 2 in verschiedenen in-vitro-Infektionsversuchen 
verwendet und die Induktion der VWF-Sekretion überprüft. Bei den Pneumolysinmutanten 
erfolgte die Deletion des Pneumolysingens. Die Pneumokokken sind daher nicht in der Lage 
Pneumolysin zu exprimieren. Eine Doppelmutante des Serotyp 2 mit einem deletierten 
Pneumolysingen und einer Deletion des Kapselgenlocus kann weder Pneumolysin 
exprimieren, noch eine Kapsel bilden. Die Infektionen mit den Wildtyp-Pneumokokken 
führten zu höheren VWF-Konzentrationen im Zellkulturüberstand von HPMEC als die 
Infektion mit den Mutanten. Diese Beobachtung deutet auf die Beteiligung von Pneumolysin 
an der Induktion der VWF-Sekretion. 
Um die Funktion von Pneumolysin in der Stimulierung der VWF-Sekretion näher zu 
untersuchen, wurden HPMEC mit rekombinantem Pneumolysin in zwei sublytischen 
Konzentrationen inkubiert und die VWF-Konzentrationen der Zellkulturüberstände in ELISA-
Analysen quantifiziert. Die Inkubation von HPMEC mit rekombinantem Pneumolysin 
induzierte die Sekretion von VWF und bestätigt damit die These, dass Pneumolysin die 
VWF-Sekretion stimuliert. Des Weiteren geben die Untersuchungen den Hinweis einer 
konzentrationsabhängigen Stimulierung der VWF-Sekretion nach der Inkubation der Zellen 
mit Pneumolysin. Darüber hinaus erfolgte die Quantifizierung der VWF-Konzentration im 
Zellkulturüberstand von HPMEC nach Koinkubation der Pneumolysin-defizienten Mutante 
und Pneumolysin. Die Koinkubation von HPMEC mit der Pneumolysin-defizienten Mutante 
und Pneumolysin führte zu höheren VWF-Konzentrationen im Zellkulturüberstand im 
Vergleich zu den VWF-Konzentrationen nach Infektion mit der Pneumolysin-defizienten 




dass neben der Adhärenz der Pneumokokken das Zytotoxin Pneumolysin die Exozytose von 
WPBs stimuliert.  
Für eine gezielte Abwehr der Pneumokokken durch das humane Immunsystem, ist die 
Unterscheidung zwischen wirtseigenen und fremden Strukturen wichtig. Endothelzellen 
erkennen Mikroorganismen durch spezifische Rezeptoren auf ihrer Oberfläche (Underhill und 
Ozinsky, 2002). Die Familie der Toll-artigen Rezeptoren (TLR) spielt z. B. eine essentielle 
Rolle in der Erkennung mikrobieller Bestandteile (Akira et al., 2001). Die TLR der 
Endothelzellen erkennen spezifische, konservierte, molekulare Muster von Mikroorganismen 
(pathogen associated molecular patters, PAMPs) (Akira et al., 2001). Auf Endothelzellen 
konnten die TLR 1-10 nachgewiesen werden (Edfeld et al., 2002). Es wurde gezeigt, dass 
Pneumolysin mit Toll-like Rezeptoren der Klasse vier (TLR4) auf Makrophagen und 
Epithelzellen interagiert (Malley et al., 2003; Srivastava et al., 2005; Mitchell, 2003; Marriott 
et al. 2008). Diese Interaktionen führten zu einer Freisetzung von TNF-α, Interleukin-6 und 
Interleukin-8 (Malley et al., 2003; Dogan et al., 2011). Die Inkubationsexperimente mit 
Pneumolysin weisen auf einen Zusammenhang der TLR4-Interaktion von Pneumolysin mit 
der Pneumolysin-induzierten WPB-Exozytose.  
Zur Kontrolle der Zellviabilität der Lungenendothelzellen nach der Inkubation mit 
Pneumolysin wurde die Menge zytoplasmatischer Laktatdehydrogenase (LDH) im 
Zellkulturüberstand der Zellen nachgewiesen. Nach Inkubation der HPMEC mit Pneumolysin 
wurden im Zellkulturüberstand nur geringe Mengen LDH im Vergleich zu lysierten HPMEC 
detektiert. Geringe LDH-Mengen im Zellkulturüberstand geben den Hinweis, dass während 
der Inkubation mit Pneumolysin keine Schädigung der Zellen erfolgte. Die Visualisierung der 
Pneumolysin-inkubierten HPMEC zeigte ein intaktes Aktin-Zytoskelett und keine Schädigung 
der Zellstruktur und bestätigte damit die Aussage des LDH-Nachweises. Durch dieses 
Experiment konnte gezeigt werden, dass die erhöhte Konzentration von VWF im 
Zellkulturüberstand der Zellen nach Inkubation mit Pneumolysin nicht auf eine Schädigung 
der Zellen zurückzuführen ist, sondern auf die Sekretion von VWF.  
 
 
5.10 VWF- und IL-8-Sekretion von HPMEC nach apikaler und basaler 
Infektion mit Pneumokokken 
 
Eine invasive Pneumokokkeninfektion beginnt mit der Kolonisierung des oberen 




gefolgt von der Verbreitung in den Lungenalveolen (Gray et al., 1980; Garcia-Rodriguez und 
Fresnadillo-Martinez, 2002). Um von der Lunge in den Blutstrom zu gelangen, müssen die 
Pneumokokken die Luft-Blut-Schranke überwinden (Garcia-Vidal et al., 2010; Lee et al., 
1991). Diese Interaktion erfordert den Kontakt der Pneumokokken mit der basalen Seite des 
mikrovaskulären Lungenendothels. Zur Untersuchung der von der basalen Seite der 
Endothelzellen induzierten Sekretion von VWF und IL-8 wurden HPMEC in einem 
Zweikammer-Transwell-System mit einem Porendurchmesser von 3,0 µm inkubiert und nach 
Erreichen des Konfluenzstatus mit dem Serotyp 35A-Wildtyp und der Pneumolysinmutante 
infiziert. Anschließend wurde die Konzentrationen von VWF und IL-8 im Zellkulturüberstand 
der Zellen in ELISA-Analysen bestimmt. Die Sekretion von VWF und IL-8 erfolgte sowohl 
nach Infektion von apikaler Zellseite als auch von basaler Zellseite. Diese Ergebnisse deuten 
darauf hin, dass die Stimulierung der WPB-Exozytose von beiden Seiten, sowohl vom 
Inneren der Blutkapillare als auch vom Lungengewebe in den Blutstrom erfolgt. Die 
Konzentration an VWF im Zellkulturüberstand war bei beiden Infektionswegen sehr ähnlich. 
Im Gegensatz dazu war die Konzentration von IL-8 nach apikaler Infektion höher als nach 
basaler Infektion. Valentijn und Kollegen zeigten, dass sowohl der WPB-Inhalt, als auch die 
WPB-Exozytose streng regulierte Prozesse der Endothelzelle sind, wobei VWF immer der 
Hauptbestandteil der WPBs ist (Valentijn et al., 2011). Einige der WPB-Proteine, wie P-
Selectin und Osteoprotegerin werden durch die Interaktion mit VWF aktiv in den WPB 
geschleust, während andere Proteine, wie Angiopoietin-2 und IL-8 VWF-unabhängig in die 
WPBs eingelagert werden (Fiedler et al., 2004; Valentijn et al., 2011). Die Studien von 
Valentijn und Kollegen beschreiben eine selektive und Stimulanz-abhängige WPB-
Exozytose, die die Unterschiede in den IL-8-Konzentrationen nach apikaler und basaler 
Infektion erklären könnten.  
 
 
An der Luft-Blut-Schranke ist die frühe Endothelantwort auf eine Pneumokokkeninfektion ein 
wichtiger Schritt zur Abwehr von invasiven Erkrankungen. In dieser Arbeit konnte gezeigt 
werden, dass S. pneumoniae die Sekretion von pro-koagulativen und pro-inflammatorischen 
Komponenten induziert, die direkt in pathophysiologische Prozesse involviert sind. In 
weiterführenden Studien könnten die Mechanismen der Interaktion der Pneumokokken mit 
humanem Endothel detaillierter analysiert werden. Die Identifizierung der WPB-Exozytose-
induzierenden Faktoren, sowohl der wirtseigenen, als auch der Pneumokokkenfaktoren, 
könnte von essentieller Bedeutung für das Verständnis der molekularen Abläufe von 
invasiven Pneumokokkeninfektionen sein. Die Aufklärung der Pathogenitätsmechanismen 




vaskulären System trägt maßgeblich dazu bei, neue Strategien in der Krankheitsvorsorge 
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